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ATP  adenosín trifosfato. 
βAR receptores β adrenérgicos.  
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DAG  diacilglicerol.  
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K+ modulados por proteínas G. 
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GTP guanosín trifosfato 
GPCR  receptores acoplados a proteínas G. 
GTP/GDP  guanosín tri/difosfato.  
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HEPES  ácido 4-(2-hidroxietil)-1-piperazinetil sulfónico. 
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HU-210 análogo sintético del THC 
IBMX  3-isobutilmetilxantina. 
IP1  inositol monofosfato. 
  
 
IP3  inositol 1,4,5-trifosfato. 
IPSC corriente postsináptica inhibidora. 
KCl  cloruro potásico. 
Α-KG α-cetoglutarato 
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ausencia de expresión de una proteína. 
L-AP4  ácido-L-(+)-2-amino-4-fosfonobutírico. 
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CONTROL PRESINÁPTICO POR RECEPTORES ACOPLADOS A 




El síndrome del X frágil (FXS) es la enfermedad mental de carácter 
hereditario más importante y se asocia con alteraciones como déficits  
cognitivos, hiperactividad, ansiedad y problemas de interacción social. En el 
FXS se produce un silenciamiento del gen Fmr1 que codifica para la proteína 
FMRP, que regula la expresión génica mediante su interacción con ARNm. 
Cuando FMRP está ausente, se produce una alteración en la expresión de gran 
cantidad de proteínas postsinápticas así como en formas de plasticidad a largo 
plazo. Además, FMRP se localiza en axones y en el terminal presináptico donde 
también regula la expresión de múltiples proteínas presinápticas. 
Los receptores CB1, β adrenérgico (βARs) y metabotrópico de glutamato 
7 (mGlu7) se localizan a nivel presináptico donde modulan la liberación de 
glutamato mediante su acoplamiento a proteínas G. Los receptores CB1 
modulan proteínas Gi/o, por lo que su activación conlleva una reducción de la 
liberación de neurotransmisor, ya que inhiben a la AC y a los VDCCs. Los βARs 
están acoplados a una proteína Gs, e incrementan la liberación de glutamato 
por aumento del AMPc y activación de la proteína Epac. Esto resulta en la 
traslocación de la proteína Munc13-1 y en un incremento en el número de VSs 
en contacto con la membrana de la zona activa (DVs del inglés docked vesicles). 
Los receptores mGlu7 ejercen una modulación dual de la liberación de 
glutamato inhibiéndola, mediante su acoplamiento a proteínas Gi/o, o 




pertussis que activan a la fosfolipasa C. Esta vía, aumenta los niveles de DAG y 
trasloca Munc13, lo que, a su vez, incrementa la liberación de glutamato. 
No existe conocimiento de que la modulación de la liberación de 
glutamato mediada por estos receptores esté afectada en FXS, sin embargo, la 
ausencia de FMRP provoca cambios que pueden afectar a la función de los 
mismos. Estudios previos han descrito un incremento en el número de  DVs, 
probablemente por aumento de los niveles de DAG por la ausencia de la DAG 
quinasa en el FXS. Además, la ausencia de FMRP alarga el potencial de acción y 
aumenta en la entrada de calcio, lo que contribuye a incrementar la liberación 
de neurotransmisor. Otros estudios, realizados tanto en pacientes del FXS como 
en ratones Fmr1 KO, han señalado una diminución en la síntesis de AMPc que 
se revierte sobreexpresando FMRP. Asimismo, formas de LTP presinápticas 
dependientes de AMPc, como la que se expresa en la corteza cingulada anterior, 
se pierden en ratones Fmr1 KO. 
En esta Tesis Doctoral se han utilizado preparaciones de sinaptosomas de 
corteza cerebral y cerebelo así como rodajas de cerebelo procedentes de 
animales WT y Fmr1 KO y con tecnicas bioquímicas, de biología molecular, 
fluorescencia, inmunofluorescencia, microscopía electrónica y electrofisiología 
se han planteado los siguientes objetivos: 
- Conocer si la ausencia de la proteína FMRP altera la modulación de la 
liberación de glutamato por los receptores CB1, βARs y mGlu7 y si estos 
cambios afectan a la expresión y/o señalización de dichos receptores.  
- Estudiar la distribución de vesículas sinápticas en ratones Fmr1 KO. 
- Determinar si la ausencia de la proteína FMRP afecta a formas de 








Hemos encontrado que la liberación de glutamato en terminales 
corticales de ratones Fmr1 KO inducida por una estimulación moderada (KCl 5 
mM) no se potencia por el agonista de los βARs isoproterenol ni por el 
activador de la adenilato ciclasa forskolina o por el activador de Epac 8-pCPT, a 
pesar de que no se producen cambios en la expresión del receptor ni en su 
capacidad para inducir la síntesis de AMPc. Los ratones Fmr1 KO presentan un 
mayor número de DVs y el isoproterenol no aumenta este número, por lo que 
parece existir una incapacidad de los βARs para movilizar vesículas. Sin 
embargo, una estimulación más débil con ionomicina recupera la potenciación 
mediada por forskolina y 8-pCPT, aunque no la de isoproterenol, lo que revela 
el problema adicional de la ineficacia del AMPc para activar la vía. De acuerdo 
con esto, la inhibición de la PDE2A recupera la potenciación de la liberación de 
glutamato en sinaptosomas Fmr1 KO. 
Hemos observado que tanto la potenciación de la liberación de 
glutamato inducida por isoproterenol en los sinaptosomas de cerebelo Fmr1 KO 
como la LTP de las sinapsis entre fibras paralelas y células de Purkinje (PF-PC) 
dependiente de AMPc tambien se pierden en ratones Fmr1 KO. El mayor 
número de DVs y el mayor RRP de las sinapsis Fmr1 KO es compatible con una 
mayor liberación espontánea y la ausencia de potenciación mediada por 
isoproterenol. Esta oclusión de  la potenciación de las sinapsis Fmr1 KO se 
revirtió mediante una disminución del calcio extracelular, que a su vez 
reestableció la distribución de VSs y la PF-PC LTP. 
Finalmente, hemos encontrado que la modulación de la liberación de 
glutamato mediada por los receptores CB1 no está alterada en preparaciones 
Fmr1 KO y que la potenciación de la liberación inducida por el agonista de 







- La potenciación de la liberación de glutamato por los βARs se pierde en 
los ratones Fmr1 KO por incapacidad del receptor para movilizar vesículas 
sinápticas hacia la membrana de la zona activa presináptica. 
- Las sinapsis Fmr1 KO presentan una menor eficacia del AMPc para 
activar la vía de señalización que induce la potenciación. Esta potenciación se 
recupera mediante el uso de inhibidores de la PDE2A. 
- La LTP de las sinapsis entre las fibras paralelas y las células de Purkinje 
del cerebelo se pierde en los ratones Fmr1 KO. La disminución de la 
concentración de Ca2+ extracelular rescata esta LTP. 
- La inhibición de la liberación de glutamato mediada por el receptor CB1 
no está alterada en ratones Fmr1 KO. 
- La ausencia de la proteína FMRP no afecta a la eficacia de la 
señalización de los receptores mGlu7, de ahí que la potenciación de la liberación 








PRESINAPTIC MODULATION MEDIATED BY G PROTEIN-




Fragile X syndrome (FXS) is the most common inherited intellectual 
disability and it is associated with multiple behavioral alterations, including 
cognitive deficits, hyperactivity, anxiety and deficits in social behavior. In FXS, 
the Fmr1 gene that encodes the fragile mental retardation protein (FMRP) is 
silenced. FMRP modulates gene expression through changes in the stability and 
transport of its mRNA targets. When FMRP is absent the expression of many 
postsynaptic proteins is altered as well as postsynaptic long-term forms of 
plasticity. FMRP is also found in axons and presynaptic nerve terminals and 
mRNA targets encoding for presynaptic proteins were identified. 
CB1, β adrenergic (βARs) and metabotropic glutamate 7 (mGlu7) are 
presynaptic receptors modulating glutamate release through their coupling 
with G proteins. CB1 receptors are coupled with Gi/o protein and reduce 
neurotransmitter release because of the inhibition of adenylyl cyclase and 
voltage dependent calcium channels. βARs enhance neurotransmitter release 
through Gs protein generation of cAMP and the ensuing activation of the 
guanine nucleotide exchange protein directly activated by cAMP (Epac). This 
signaling also involves Munc13-1 translocation and an increase in the number 
of docked synaptic vesicles (DVs). mGlu7 receptors have a dual modulation of 
glutamate release since they can couple with a Gi/o protein to inhibit 
neurotransmitter release or with a pertussis-resistant G protein to activate 
phospholipase C and to increase diacylglycerol (DAG) levels. This second 





It is unknown whether glutamate release modulation mediated by these 
receptors is impaired at Fmr1 KO synapse. However, the lack of FMRP causes 
changes in presynaptic function that may affect these GPCRs. Previous studies 
have shown an increase in the number of DVs probably related to higher levels 
of DAG due to the loss of DAG kinase in FXS. Furthermore the loss of FMRP 
enlarges the action potential (AP) and the ensuing influx of Ca2+ which also 
contributes to the enhanced neurotransmitter release at synapses lacking FMRP. 
Other studies have shown a decreased cAMP production in cells from fragile X 
patients and Fmr1 KO mice that can be reverted by FMRP overexpression. In 
addition, a form of cAMP-dependent LTP that is expressed presynapticaly is 
impaired in Fmr1 KO mice.   
In this work, cortical and cerebellar synaptosomes as well as cerebellar 
slices from WT and Fmr1 KO mice were used and by means of biochemical, 
molecular biology, fluorescence, immunifluorescence, electronmicroscopy and 
electrophysiological techniques we have pursued the following goals: 
-To study the effect of the lack of FMRP in expression, signaling and 
modulation of glutamate release mediated by CB1, β adrenergic and mGlu7 
receptors. 
-To analyze the distribution of synaptic vesicles in Fmr1 KO mice. 
-To understand if the absence of FMRP could affect forms of presynaptic 
plasticity which require an enhancement of the neurotransmitter release. 
 
Results. 
We found that the glutamate release at Fmr1 KO cerebrocortical nerve 
terminals induced by a moderate stimulation (5 mM KCl) is not potentiated by 
the βAR agonist isoproterenol, nor by the adenylyl cyclase activator forskolin or 
the Epac activator 8-pCPT, despite the normal βAR expression and cAMP 




enhance docking. So, the recruitment of more SVs for release appears to be 
impeded. Interestingly, weaker stimulation of synaptosomes with the Ca2+ 
ionophore ionomycin recovered the release potentiation driven by forskolin 
and 8-pCPT but not by isoproterenol, revealing an impaired efficiency of 
receptor generated cAMP to activate the release potentiation pathway. Indeed, 
inhibiting cyclic nucleotide phosphodiesterase PDE2A with BAY 60-7550 
reestablished isoproterenol mediated potentiation in Fmr1 KO synaptosomes.  
We also found that the potentiation of glutamate release induced by 
isoproterenol is absent at cerebellar nerve terminals from Fmr1 KO mice, even 
though βAR expression and cAMP generation remains unaltered. Interestingly, 
we found that cAMP-dependent presynaptic Long Term Potentiation (LTP) at 
parallel fiber to Purkinje cell (PF-PC) synapses is absent in cerebellar slices from 
Fmr1 KO animals. These PF-PC synapses in Fmr1 KO mice have more DVs and 
a larger readily releasable pool (RRP) of vesicles than wild type synapses. This 
change in SVs distribution is compatible with a larger spontaneous release of 
PF-PC Fmr1 KO synapses and the lack of potentiation by the βAR agonist 
isoproterenol. The occlusion of spontaneous release potentiation found in Fmr1 
KO synapses was reversed by diminishing extracellular Ca2+ concentration, 
which also rescued SV distribution and PF-PC LTP. 
Finally we observed that the modulation of glutamate release mediated 
by CB1 receptors is not altered in Fmr1 KO synapses. However the 
enhancement of glutamate release induced by the mGlu7 receptor agonist L-
AP4 only occurs under weak stimulations at Fmr1 KO synapses.  
 
Conclusions. 
-The lack of βAR mediated potentiation of glutamate release is the 
consequence of the impaired receptor capability to mobilize SVs to the active 




-There is an impairment in the efficiency of cAMP generated by βAR to 
activate the signaling pathway that enhances neurotransmitter release that is 
restored by using PDE2A inhibitors. 
-The LTP at PF-PC synapses depends on βAR activation and is absent in 
Fmr1 KO mice. This impairment in synaptic transmission was reversed by 
diminishing extracellular Ca2+ concentration. 
-The inhibition of glutamate release mediated by CB1 receptor is not 
altered in Fmr1 KO mice. 
-The lack of FMRP does not affect the mGlu7 receptor signaling and 














1. Las sinapsis glutamatérgicas. 
La comunicación entre neuronas es un proceso complejo y altamente 
especializado que tiene lugar en las sinapsis, que pueden ser eléctricas o 
químicas. Las primeras se establecen por medio de uniones directas entre las 
neuronas denominadas uniones de hendidura (del inglés Gap Junctions), que 
son canales proteicos que permiten el paso de iones y otros metabolitos de hasta 
1 kD de tamaño. 
En las sinapsis químicas la comunicación entre neuronas se establece por 
medio de la liberación de un neurotransmisor. La llegada de un potencial de 
acción (PA) a un botón sináptico provoca la apertura de los canales de Ca2+ 
dependientes de voltaje VDCCs (del inglés Voltage-Dependent Calcium Channels), 
y el aumento de la concentración de Ca2+ en la zona activa induce la exocitosis 
de las vesículas sinápticas (VSs) y la salida del neurotransmisor a la hendidura 
sináptica donde difunde, activando los receptores postsinápticos. En las 
sinapsis glutamatérgicas (excitadoras) la activación de los receptores 
despolariza la neurona postsináptica, mientras que, en las sinapsis 
GABAérgicas (inhibidoras),  la hiperpolariza. Las neuronas postsinápticas 
integran, temporal y espacialmente, las pequeñas despolarizaciones e 
hiperpolarizaciones que reciben a través de las sinapsis y, cuando en el 
segmento inicial del axón o cono axónico se alcanza una despolarización 
suficiente para activar los canales de Na+ dependientes de voltaje, se genera un 
PA que se propaga a lo largo del axón. 
 
1.1. El glutamato y su liberación. 
El glutamato es un aminoácido capaz de actuar como neurotransmisor. 




importantes la glutamina y el α-cetoglutarato (αKG).  Una vez liberado por las 
sinapsis glutamatérgicas, es captado mayoritariamente por los astrocitos y 
convertido en glutamina por medio de la glutamina sintetasa. Esta glutamina es 
liberada por las células gliales y, una vez en el terminal presináptico, es 
metabolizada a glutamato por el enzima mitocondrial glutaminasa. El 
glutamato también se sintetiza por medio de transaminasas como la aspartato 
aminotransferasa o la alanina aminotransferasa que convierten el αKG en 
glutamato en una síntesis acoplada a la transformación de aspartato en 
oxalacetato o de alanina a piruvato respectivamente (Kandel, 2000). 
Las vesículas sinápticas son capaces de almacenar glutamato (100-150 
mM) (Hayashi, 2018) por medio de los transportadores vesiculares específicos 
(VGluT1-3), si bien, solo VGluT1 y 2 son marcadores de las vías 
glutamatérgicas. Para este transporte acumulativo, los VGluT1-3 utilizan el 
gradiente electroquímico generado por la bomba de protones V-ATPasa (Tabb 
et al., 1992). A diferencia de lo que ocurre con otros neurotransmisores como el 
GABA, el transporte de glutamato parece depender específicamente del 
componente eléctrico del gradiente electroquímico de protones (Omote et al., 
2011). 
La mayor parte del glutamato liberado durante  la neurotransmisión es 
captado por las células de glía, que expresan los transportadores de glutamato 
dependientes de Na+ EAAT-1 y 2, aunque algunos botones sinápticos del 
hipocampo también expresan EAAT-2. Los transportadores de glutamato 
EAAT 3-5 son de expresión mayoritariamente neural y de localización 
postsináptica, encontrándose EAAT4 y EAAT5 en las células de Purkinje del 
cerebelo y de la retina, respectivamente (Vandenberg & Ryan, 2013) 
 
1.1.1. El ciclo vesicular 
El ciclo de las vesículas sinápticas comprende una serie de etapas de 




en las proximidades de la membrana de la zona activa, la adquisición de 
competencia por parte de las mismas para la exocitosis, su fusión con la 
membrana plasmática y la posterior escisión de la vesícula por endocitosis, 
seguida de la re-acidificación del interior vesicular y de la carga de la vesícula 
con el neurotransmisor (Figura 1A). De este modo, los botones sinápticos son 
capaces de llevar a cabo rondas repetidas de exocitosis tras la llegada de los 
potenciales de acción.  
Las VSs de un botón sináptico no son equivalentes desde un punto de 
vista funcional. Se han propuesto 3 grupos de vesículas sinápticas (Figura 1B): 
el grupo de vesículas listo para ser liberado (RRP, del inglés Readily Releasable 
Pool), el de reciclamiento y el de reserva (Rizzoli & Betz, 2005).  El conjunto de 
VSs del grupo de reciclamiento y las del RRP pueden agruparse en un único 
grupo denominado grupo de reciclamiento total. Ante la llegada de un estímulo 
se producirá la liberación inmediata de las vesículas que forman el RRP, que 
son las VSs que están en contacto con la membrana plasmática de la zona 
activa. Los siguientes estímulos favorecerán la liberación de las vesículas que 
componen el grupo de reciclamiento. Las vesículas del grupo de reserva no son 
liberadas con estímulos fisiológicos y únicamente se fusionan con la membrana 
bajo condiciones de estimulación fuertes, cuando las vesículas de grupo de 
reciclamiento están agotadas. Salvo en el caso del RRP, no se ha determinado la 
relación entre la posición ultraestructural de las VSs y su clasificación funcional. 
Además, se ha definido un cuarto grupo de VSs, denominado de intercambio 
intersináptico, en el que los diferentes botones sinápticos que constituyen un 
terminal axónico comparten vesículas que formarían parte de un superpool de 
vesículas sinápticas altamente móviles y con capacidad de intercambiarse 








Figura 1. Ciclo vesicular y grupos de vesículas. (A) El ciclo de las vesículas se inicia con la 
colocación de las vesículas en la zona activa (1), seguida de su preparación para llevar a cabo la 
fusión (2)  y la liberación del neurotransmisor ante la entrada de calcio (3). Posteriormente se 
produce la endocitosis (4), escisión (5) y reciclamiento (6) de las vesículas para su posterior 
reacidificación y llenado del neurotransmisor (7), incorporándose finalmente al grupo de 
reciclamiento (8). (B) La distribución de las VSs dentro del terminal presináptico se subdivide 
en distintos grupos (RRP, reciclamiento y reserva) que difieren en el estímulo que promueve su 
liberación ya que el RRP se libera de manera inmediata ante la llegada de un estímulo, el grupo 
de reciclamiento se liberará ante estímulos repetidos y el de reserva, ante estímulos muy fuertes 
cuando el grupo de reciclamiento está agotado. Esquemas basados en (Kandel, 2000; Rizzoli & 






1.1.2. La zona activa. 
La zona activa (Figura 2A) es el área de la membrana presináptica con la 
que las VSs entran encontacto y donde se produce la fusión vesicular. Las zonas 
activas tienen varias funciones en relación con la liberación del 
neurotransmisor. En primer lugar, albergan la maquinaria exocitótica, que 
permite la colocación de las VSs en las proximidades de la membrana 
presináptica, así como la preparación de las mismas para la fusión y exocitosis 
del neurotransmisor. Además, ayudan a reclutar los canales de calcio 
dependientes de voltaje próximos a las VSs lo que permite el acoplamiento 
entre la entrada de Ca2+ y la exocitosis. Las zonas activas presentan cinco 
proteínas principales (RIM, Munc13, RIM-BP, α-liprinas y ELKS) y los VDCCs 
(Figura 2B). Además, hay otras proteínas asociadas, como Piccolo y Basoon, que 
constituyen la citomatriz de la zona activa (Limbach et al., 2011), así como 
receptores presinápticos como los metabotrópicos de glutamato de tipo III 
(Shigemoto et al., 1996). Las zonas colindantes a la zona activa se denominan 
zonas perisinápticas. En estas regiones tienen lugar los procesos de endocitosis 
de las VSs (Brodin & Shupliakov, 2006) y, en ellas, se localizan algunas de las 
moléculas de adhesión celular que permiten la aposición con la postsinapsis 






Figura 2. La zona activa. (A) esquema del terminal presináptico en el que se indica dónde está 
la zona activa, que es la región de la membrana presináptica donde se van a fusionar las VSs 
para la exocitosis. (B) representación de las proteínas de la zona activa que componen la 
maquinaria exocitótica y sus respectivas interacciones. La aproximación de las vesículas se 
inicia con la formación del complejo Munc13-RIM-Rab3 y la formación de un complejo entre la 
sinaptobrevina, sintaxina-1 y SNAP-25 denominado complejo SNARE. La proteina RIM 
participa en el reclutamiento de los VDCCs para que la fusión de la vesícula tenga lugar cuando 
se produzca la entrada de calcio gracias a la sinaptotagmina que actúa como un sensor para este 







Las proteínas RIM (del inglés Rab3-Interacting Molecules) presentan 4 
isoformas principales (Figura 3) con distintas variantes: RIM1 (α y β) RIM2 (α, β 
y γ), RIM3γ y RIM4γ. Las isoformas largas, RIM1α y RIM2α, contienen 5 
dominios: el N-terminal, con estructura en de dedos de zinc rodeados por α 
hélices que incluye una secuencia de unión a Rab-3, un dominio PDZ, dos 
dominios C2 que no unen iones de calcio, aunque permiten su interacción con 
los VDCCs, y una secuencia rica en prolinas que conecta los dos dominios C2. 
El resto de las isoformas no presentan todos los dominios (Sudhof, 2012) 
(Figura 3). 
 
Figura 3. Estructura e isoformas de RIM. La proteína RIM presenta 4 isoformas principales (1, 
2, 3 y 4) que, a su vez, tienen distintas variantes (α, β y γ). RIM1α  y RIM2α son las isoformas 
largas y poseen la estructura de dedos de zinc en el extremo N-terminal (ZF) con los que unen 
Munc13, un dominio PDZ y dos dominios C2 (A y B) con los que interaccionará con los VDCCs 
(Guan et al., 2007). 
 
Las proteínas RIM son un componente central de la presinapsis, ya que 
interaccionan directa o indirectamente con la mayoría de las proteínas de la 
zona activa. Las isoformas largas RIM1α y RIM2α, mediante la estructura de 
dedos de Zn2+, unen Munc13-1 y ubMunc13-2, mientras que las hélices α que 
rodean al mismo unen Rab3 y Rab27 de manera dependiente de GTP (Wang et 
al., 2000). Este complejo heterotrimérico entre RIM, Munc13 y Rab3 o Rab27 es 




2011). Por medio de este dominio tipo dedos de Zn2+, las proteinas RIM 1 y 2 
interaccionan con el dominio C2A de Munc13 favoreciendo la formación del 
heterodímero activo de Munc13 (Betz et al., 2001; Deng et al., 2011a). Esta 
interacción ayuda, probablemente, a la localización de Munc13 en la membrana 
plasmática (Kaeser et al., 2008b; Deng et al., 2011a). Por tanto, RIM ayuda a 
formar un heterodímero RIM/Munc13 activo que permite poner en marcha la 
función de Munc13 (Kaeser et al., 2011), consistente en promover la 
conformación abierta de sintaxina y la formación del complejo SNARE (Ma et 
al., 2011). 
Las proteínas RIM ayudan a localizar los VDCCs en la zona activa 
(Kaeser et al., 2011; Acuna et al., 2016) mediante interacciones directas e 
indirectas. Por el dominio C2B carboxilo terminal, interacciona con la 
subunidad β4, presente en todos los tipos de canales de Ca2+ (Uriu et al., 2010). 
Por el dominio PDZ central, RIM interacciona con secuencias citoplasmáticas 
del carboxilo terminal de los canales de Ca2+ del tipo P/Q y N (Kaeser et al., 
2011) y mediante sus dominios C2A y C2B, con la subunidad α1B de los canales 
del tipo N (Coppola et al., 2001) (Figura 3). Además de la unión directa con los 
canales de Ca2+, las proteínas RIM también se unen a ellos por medio de la 
proteína de unión a RIM, RIM-BP (del inglés RIM-Binding Protein), por la 
secuencia rica en prolina, ayudando a localizar a los canales de Ca2+ en la zona 
activa.  
Las proteínas RIM también interaccionan con ELKS/CAST por medio del 
dominio PDZ (Lu et al., 2005) y con sinaptotagmina-1 y con las proteínas del 
complejo SNARE a través de los dominios C2B y C2A, respectivamente 
(Sudhof, 2012). 
Estudios en ratones carentes de RIM han mostrado su papel fundamental 
en la función sináptica. El ratón KO de RIM1α tiene disminuidos tanto el 
tamaño del RRP, como la probabilidad de liberación del neurotransmisor 
(Kaeser et al., 2008b). Además, el doble KO para RIM1α y RIM2α es letal y tiene 




postsinápticas miniatura (mEPSCs) y la amplitud de las respuestas inducidas 
por potenciales de acción, así como una falta de sincronización entre la entrada 
de Ca2+ y la exocitosis (Kaeser et al., 2011).  
Por otro lado, RIM se ha relacionado con fenómenos de plasticidad a 
corto y largo plazo dependientes de AMPc (Mittelstaedt et al., 2010). La proteína 
RIM1α es importante para la LTP dependiente de AMPc de las fibras musgosas 
del hipocampo y del cerebelo (Castillo et al., 2002; Huang et al., 2005), así como 
en los procesos de plasticidad en sinapsis inhibidoras (Kaeser et al., 2008a). 
Además, se ha demostrado que el receptor CB1 presente en el hipocampo 
inhibe la formación de AMPc evitando la LTP dependiente de RIM, lo que da 
lugar a una LTD (Chevaleyre et al., 2007). 
 
Munc13 
Otra proteína esencial en la preparación de las vesículas para la fusión y 
la liberación de neurotransmisores (Augustin et al., 1999; Varoqueaux et al., 
2002) y que, además, participa en plasticidad dependiente de diacilglicerol (Betz 
et al., 1998; Rhee et al., 2002) es Munc13 (del inglés, Mammalian homologue of 
UNCoordinated phenotype 13 de C. elegans). Las proteínas Munc13 son 
codificadas por cuatro genes, Munc13-1-4, que dan lugar a las proteínas 
Munc13-1, las variantes de procesamiento alternativo bMunc13-2 y ubMunc13-2 
(isoformas asociadas al cerebro y ubicua, respectivamente), Munc13-3 y 
Munc13-4, expresándose esta última solamente en células secretoras periféricas 
(Brose et al., 1995) (Figura 4). 
Respecto a su ubicación en el SNC, la isoforma Munc13-1 se expresa en 
todo el cerebro, Munc13-2 abunda en bulbo olfatorio, corteza cerebral, e 
hipocampo, mientras que Munc13-3 se localiza en cerebelo y tronco encefálico 
(Augustin et al., 1999). A nivel subcelular, las proteínas Munc13 se asocian a 
membranas por unión del diacilglicerol y translocación a la misma (Betz et al., 






Figura 4. Estructura e isoformas de Munc13. La proteína Munc13 presenta 5 isoformas 
distintas, siendo Munc13-1, Munc13-2 y Munc13-3 las existentes en el cerebro. Estructuralmente 
contiene el dominio C2A que permite su homodimerización así como su interacción con RIM, 
uno de interacción con calmodulina, un dominio C1 con el que une DAG, uno C2B donde une 
calcio y PIP2 y un dominio MUN que le permite la participación en la formación del complejo 
SNARE (Shin et al., 2010). 
 
Estructuralmente, las proteínas Munc13 presentan un extremo C-
terminal que interacciona con la sintaxina y un extremo N-terminal responsable 
de su interacción con la proteína RIM1 (Betz et al., 2001). En el extremo N-
terminal se encuentra el dominio C2A, que es responsable de la 
homodimerización de la proteína. También contiene un dominio de interacción 
con calmodulina, un dominio C1 de interacción con DAG, un dominio C2B 
donde une calcio y PIP2 y una región llamada MUN responsable de su 
actividad en la formación del complejo SNARE (Sudhof, 2012) (Figura 4). Esta 
región MUN podría favorecer la conformación abierta de la proteína sintaxina-1 
(Gerber et al., 2008), permitiendo la exposición del dominio SNARE y el inicio 
del ensamblaje de dicho complejo (Ma et al., 2011).  
La regulación de Munc13 tiene lugar a distintos niveles. Primero, existe 




RIM (activo) (Deng et al., 2011a). Además, la unión de calmodulina va a 
aumentar la actividad de Munc13 lo que contribuye a la preparación de las 
vesículas para su fusión (Junge et al., 2004). Finalmente, Munc13 presenta un 
dominio de unión a DAG y la unión de este segundo mensajero va a favorecer 
la activación de la proteína (Rhee et al., 2002). 
 
Canales de calcio dependientes de voltaje 
En la presinapsis los canales de Ca2+ se localizan en la zona activa lo que 
asegura el buen acoplamiento entre la entrada de Ca2+ y la liberación de 
neurotransmisor. Los VDCCs se clasifican como canales de bajo y alto umbral 
según la magnitud de la despolarización requerida para su apertura. Al primer 
grupo pertenecen los VDCCs de tipo T y al segundo grupo, los de tipo N, P/Q, 
R y L (Kisilevsky & Zamponi, 2008; Kamp et al., 2012). De todos ellos, los 
canales N, P/Q y R son los que controlan la liberación de los neurotransmisores 
glutamato y GABA en las sinapsis centrales. 
Los VDCCs tienen estructura multimérica con una subunidad α1, que 
constituye el poro iónico, y una serie de proteínas auxiliares: subunidad β y 
subunidades α2-δ. La subunidad β es una proteína intracelular que interacciona 
con la subunidad α1. La subunidad α2-δ está formada por la región 
transmembrana δ y por la región extracelular α2 altamente glucosilada 
(Kisilevsky & Zamponi, 2008). 
-Canales CaV2.1 (α1A) (tipo P/Q). Se  localizan en los botones sinápticos y 
son bloqueados por la toxina ω-agatoxina (McDonough et al., 1997). En la 
mayoría de sinapsis GABAérgicas, la liberación del GABA depende 
exclusivamente de estos canales, mientras que en las glutamatérgicas, la entrada 
de Ca2+ para la liberación del neurotransmisor ocurre a través de estos canales y 
los de tipo N (Kamp et al., 2012). La actividad de los canales P/Q está regulada 
mediante su interacción con calmodulina (CaM). El efecto de CaM en la 




manera que, cuando estos niveles se elevan, los canales se inactivan (Mochida, 
2018). 
-Canales CaV2.2 (α1B) (tipo N). Se localizan a nivel presináptico y son 
bloqueados por las ω-conotoxinas procedentes de los caracoles marinos del 
genero Conus (Fox, 1995). Al igual que los tipo P/Q, estos canales acoplan la 
entrada de calcio y la liberación del neurotransmisor mediante su interacción 
con las proteínas de la maquinaria exocitótica sintaxina 1A y SNAP-25 (Pozzi et 
al., 2018). La inhibición de los canales de tipo N tiene lugar por la interacción 
con las subunidades βγ procedentes de la disociación de las proteínas G 
heterotriméricas tras la activación de los GPCRs y la sintaxina favorece esta 
inhibición (Jarvis & Zamponi, 2001). Se ha observado, además, que esta 
modulación por subunidades βγ es más fuerte en los canales N que en los 
canales P/Q (Arnot et al., 2000). 
-CaV2.3 (α1E) (tipo R). Participan en la liberación del neurotransmisor en 
determinadas sinapsis y son sensibles a la toxina SNX-482 procedente de la 
tarántula Hysterocrates gigas. Al contrario que los canales tipo N y P/Q, que 
presentan un umbral de activación alto y una cinética de apertura y cierre 
rápida, estos canales tienen un umbral algo menor y una cinética más lenta (Li 
et al., 2007). 
Los VDCCs de tipo N y P/Q son inhibidos por proteínas Gi/o. Dicha 
regulación puede ser voltaje-dependiente (VD) o voltaje-independiente (VI). La 
primera se produce cuando la subunidad βγ interacciona con la subunidad α1 
del canal favoreciendo la conformación cerrada del mismo. Se la denomina VD 
porque está favorecida cuando la membrana se encuentra hiperpolarizada, 
mientras que la despolarización revierte este efecto. Por el contrario, la 
inhibición VI no depende de la despolarización de la membrana, sino que 
requiere la puesta en marcha de rutas intracelulares que activen proteínas como 
la tirosina quinasa (canales N) o la interacción directa de la subunidad αo con el 
canal (canales P/Q). También existe una forma de regulación VI que consiste en 




1.1.3. Preparación de las vesículas para la fusión 
Tras la llegada de un potencial de acción, la fusión de las vesículas se 
produce mediante la interacción de proteínas que forman el complejo trans-
SNARE (del inglés “SNAp”Soluble NSF Attachment Proteins “REceptor”) (Figura 
5). Las proteínas SNARE  forman parte de una superfamilia de proteínas 
altamente conservadas. Participan en múltiples vías de tráfico en el interior de 
la célula. Presentan uno o varios dominios SNARE helicoidales (Fasshauer et al., 
1998). La proteína integral de la vesícula sináptica sinaptobrevina o VAMP (del 
inglés Vesicle Associated Membrane Protein) tiene uno, mientras que las proteínas 
de la membrana presinaptica sintaxina-1 y SNAP-25, uno y dos, 
respectivamente. El complejo SNARE formado entre las proteínas de membrana 
y vesiculares representa un nexo físico entre ambas membranas lo que posibilita 
el proceso de fusión. El complejo está compuesto por 4 hélices α, de las cuales 
dos son aportadas por SNAP-25, una por sintaxina y otra por sinaptobrevina 
(Poirier et al., 1998). 
El proceso de fusión de las VSs se inicia con la preparación de las 
vesículas para la fusión. Tradicionalmente se ha establecido que esta 
preparación comienza con el acercamiento y anclaje (del inglés docking) de las 
VSs a la membrana de la zona activa cerca de los VDCCs y de la maquinaria 
exocitótica seguido de la preparación (del inglés priming) de las mismas 
mediante cambios moleculares de la maquinaria exocitótica para proceder a 
una fusión rápida en respuesta a la entrada de calcio (Figura 5). No obstante, 
estudios posteriores parecen indicar que los dos últimos procesos son 
simultáneos (Imig et al., 2014). 
La preparación de las VSs comienza con la formación de un complejo 
entre sinaptobrevina con sintaxina-1 y SNAP-25. Para que esto tenga lugar, 
previamente la sintaxina debe pasar de una conformación cerrada a abierta, 
proceso que está mediado por Munc13 (Sudhof, 2013). Existen, además, otras 




-Munc18: se une a sintaxina-1 cuando esta se encuentra en conformación 
cerrada (Dulubova et al., 1999) y permanece asociada al complejo SNARE 
después de su formación (Dulubova et al., 2007; Deak et al., 2009) e, incluso, 
después de la fusión (Zhou et al., 2013b). Además, promueve la formación del 
poro de fusión (Yu et al., 2013).  
-Complejo Munc13-RIM-Rab3: participa en la preparación de las VSs a 
distintos niveles. Munc13 se mantiene como un homodímero inactivo tras 
translocarse donde interacciona con DAG (Rhee et al., 2002). Allí, RIM 
interacciona con Rab3 mediante una unión GTP-dependiente para formar el 
complejo triple Munc13-RIM-Rab3. Rab3 es, por tanto, una proteína importante 
en la preparación de las VSs para la exocitosis de tal manera que se ha visto que 
los ratones carentes de Rab3 manifiestan un déficit en el reclutamiento de 
vesículas sinápticas durante la estimulación (Leenders et al., 2001). Además, 
Munc13 favorece el ensamblaje del complejo SNARE mediante el cambio 
conformacional de la sintaxina-1 de cerrada a abierta (Ma et al., 2013). Por otro 
lado, RIM regula en gran medida el correcto posicionamiento de los VDCCs 
(Kaeser et al., 2011; Acuna et al., 2016).  
-CAPS, complexinas y sinaptotagminas: se asocian al complejo SNARE 
desempeñando distintas funciones. Las sinaptotagminas 1 y 2 son sensores de 
calcio para la exocitosis (Pang et al., 2006a; Pang et al., 2006b). Las proteínas 
CAPS son esenciales para la preparación de las vesículas sinápticas y el 
acoplamiento de la liberación a la entrada de Ca2+ (Jockusch et al., 2007). Las 
complexinas son proteínas pequeñas que actúan como cofactores de las 





Figura 5. Mecanismos moleculares de la exocitosis. Las VSs en reposo (1) son preparadas para 
la liberación del neurotransmisor por medio de la interacción (2) entre la sinaptobrevina y la 
sintaxina-1 y SNAP-25 para iniciar la formación del complejo trans-SNARE que finalizará su 
ensamblaje (3) tras la unión de las complexinas. (4) La llegada del potencial de acción abrirá los 
VDCCs y la entrada de Ca2+ permitirá la apertura del poro de fusión. (5) La unión de NSF y 
SNAPs facilitará la expansión del poro de fusión y el cambio conformacional del complejo 
trans-SNARE a cis-SNARE para su posterior desensamblaje. Basado en (Sudhof, 2013).  
 
La formación del complejo trans-SNARE permite tanto la aproximación 
de las vesículas a la membrana plasmática, como el inicio de la fusión entre la 
membrana de las VSs y la membrana plasmática de la la zona activa (Hanson et 
al., 1997). Esta fusión requiere una elevada cantidad de energía, que es 
proporcionada por el propio ensamblaje del complejo SNARE, ya que este es un 
proceso altamente exergónico (Jahn & Scheller, 2006; Sudhof & Rizo, 2011). La 
formación correcta de los complejos SNARE depende del mantenimiento de las 
conformaciones activas de los dominios SNARE, y de la ausencia de 




como CPS (del inglés Cysteine String Proteins) y de sinucleínas (Burre et al., 
2010), cuya disfunción se ha asociado con la neurodegeneración (Chandra et al., 
2005). Finalmente, la expansión del poro de fusión provoca el cambio de 
conformación del complejo trans-SNARE a cis-SNARE, lo que da lugar al 
desensamblaje y reciclamiento del mismo. 
 
1.1.4. Mecanismo de la exocitosis 
La entrada de Ca2+ en el botón sináptico y la activación de 
sinaptotagmina, que actúa como un sensor de Ca2+ para la exocitosis, provoca la 
fusión de las VSs,  la apertura del poro y la liberación del neurotransmisor 
(Figura 5).  
En vertebrados hay 16 isoformas de sinaptotagmina (Sudhof, 2012). Las 
sinaptotagminas son proteínas transmembrana con dos dominios 
citoplasmáticos C2 (C2A y C2B) que unen dos y tres iones calcio, 
respectivamente (Perin et al., 1990; Brose et al., 1992). Ambos dominios se unen  
a fosfolípidos de forma calcio-dependiente. El papel del calcio en esta 
interacción parece ser el de disminuir las fuerzas electrostáticas entre los 
dominios C2 y las membranas aniónicas (McMahon et al., 2010) e incrementar la 
interacción de sinaptotagmina con el complejo SNARE y los fosfolípidos de la 
membrana. Las sinaptotagminas requieren como cofactor a las complexinas, 
que son pequeñas proteínas citosólicas que se unen al complejo SNARE cuando 
este ha iniciado su formación (Rizo, 2018). Las complexinas funcionan como 
factor iniciador de los complejos SNARE, promoviendo su ensamblaje e 
induciendo la fusión vesicular (Xue et al., 2010), aunque también funcionan 
como freno para la liberación espontánea de neurotransmisor (Kaeser-Woo et 
al., 2012). La sinaptotagmina estabiliza los complejos trans-SNARE impidiendo 
la fusión espontánea de las membranas, mientras que la entrada de calcio 




plasmática, como el desplazamiento de la complexina de la superficie del 
complejo trans-SNARE, produciendo la exocitosis (Sudhof, 2012; 2014). 
La apertura y dilatación del poro de fusión convierte el complejo trans-
SNARE inicial en  cis-SNARE. Este complejo cis-SNARE es desensamblado con 
la contribución de NSF (del inglés N-ethylmaleimide Sensitive Factor) 
completando así el ciclo. El desensamblaje del complejo SNARE requiere, no 
solo a la ATPasa específica NSF, sino también unas proteínas adaptadoras 
denominadas SNAPs (del inglés Soluble NSF Attachment Proteins) (Sollner et al., 
1993).  
 
1.2. Receptores de las sinapsis glutamatérgicas: Receptores 
ionotrópicos de glutamato. 
Los receptores ionotrópicos son canales iónicos activados por distintos 
ligandos como el GABA (receptor GABA A), la acetilcolina (nAChR), la 
serotonina (receptores 5-HT3) o el glutamato (iGluRs) entre otros (Vizi & 
Lendvai, 1999; Yu et al., 2014). 
Los receptores ionotrópicos de glutamato (iGluRs) median la mayor 
parte de la neurotransmisión excitadora en el SNC y desempeñan importantes 
funciones en el aprendizaje y la memoria. Desde un punto de vista estructural 
son tetrámeros y cada subunidad posee cuatro dominios: dominio N-terminal, 
dominio extracelular de interacción con el ligando, dominio transmembrana y 
dominio C-terminal intracelular. 
-Receptores N-metil D-aspartato (NMDA): son tetrámeros formados por 
dos subunidades GluN1 y dos subunidades GluN2A-GluN2D o dos 
subunidades GluN1, una GluN2 y una GluN3. Estas subunidades constituyen 
un canal iónico permeable al Na+, K+ y Ca2+ que se bloquea por el Mg2+ 
extracelular cuando la membrana está en reposo (-70 mV). La activación de este 
receptor requiere la unión de una molécula de glutamato y otra de glicina, así 




por el ion Mg2+. Estos receptores se localizan fundamentalmente a nivel 
postsináptico, aunque también aparecen en la presinapsis y en las células gliales 
(Reiner & Levitz, 2018; Takago & Oshima-Takago, 2018). 
-Receptores α-amino-3-hidroxi-5-metilisoxazolil-4-propionato (AMPA): 
son homo o heterotetrámeros compuestos por la combinación de subunidades 
GluA1-4. Los receptores AMPA, que incluyen subunidades GluA2, son 
permeables a Na+ y K+, pero no a Ca2+, mientras que aquellos que carecen de 
esta subunidad, también son permeables a Ca2+. Estos últimos, además, tienen 
una cinética de apertura más rápida y mayor conductancia, lo que los convierte 
en receptores de gran relevancia en la despolarización postsináptica rápida. Los 
receptores AMPA se localizan fundamentalmente a nivel postsináptico (Takago 
& Oshima-Takago, 2018), aunque también están presentes en la presinapsis 
(Pinheiro & Mulle, 2008).  
-Receptores kainato: Son tetrámeros formados por subunidades GluK1-
5. GluK1-3 forman receptores homo o heteroméricos funcionales, mientras que 
GluK4-5 precisan combinarse con subunidades GluK1-3 para ser funcionales. 
Son permeables a  Na+ y K+  y se localizan a nivel presináptico, donde regulan la 
liberación de GABA y glutamato, y a nivel postsináptico, donde controlan la 
excitabilidad neuronal (Takago & Oshima-Takago, 2018). 
 
1.3. Receptores de sinapsis glutamatérgicas. Receptores acoplados a 
proteínas G 
Los receptores acoplados a proteínas G (GPCRs) son receptores 
transmembrana que ejercen su acción mediante la activación de proteínas G 
que, a su vez, activan una proteína efectora, generalmente una enzima o un 
canal iónico. Esto da lugar a un cambio rápido en la concentración intracelular 
de segundos mensajeros como AMPc, diacilglicerol (DAG), inositol trisfosfato 




Desde un punto de vista estructural, los GPCRs tienen unos dominios N- 
y C-terminal y 7 hélices transmembrana. Originalmente se clasificaron en tres 
familias: A o tipo rodopsina, B o tipo secretina y C o tipo receptores de 
glutamato (Kolakowski, 1994), aunque más adelante se incorporó la clase D que 
incluye receptores como LNB-7TM, Frizzled/Smoothened (F/S) o receptor 1 
vomeronasal (V1R) entre otros (Kristiansen, 2004). En la familia A están los 
receptores β adrenérgicos, así como el receptor de endocannabinoides CB1, 
mientras que en la C se encuentran los receptores de glutamato (mGluRs) 
(Kolakowski, 1994). 
Los GPCRs activan proteínas G heterotriméricas, constituidas por tres 
subunidades (α, β, γ), si bien las subunidades β y γ están fuertemente asociadas 
y actúan como una unidad funcional. Existen 16 tipos de subunidades α, 5 β y 
12 γ lo que da lugar a una amplia variedad de combinaciones posibles aunque 
no todas están favorecidas. 
Las proteínas G heterotriméricas a su vez se clasifican en 4 familias: Gs 
(Gs y Golf), Gi (Gtr, Gtc, Gg, Gi1– 3, Go, y Gz), Gq (Gq, G11, G14, y G15/16), y G12 (G12 y 
G13). Todas ellas siguen el mismo ciclo de activación/inactivación: la unión del 
ligando al receptor induce un cambio conformacional que incrementa su 
afinidad por la proteína G lo que, a su vez, favorece que el GDP unido a la 
subunidad α se intercambie por GTP. Esto da lugar a una disminución en la 
afinidad entre la subunidad α y el complejo βγ, lo que provoca una disociación 
del heterotrímero, quedando la subunidad α por un lado y la unidad βγ por 
otro. Las subunidades disociadas son capaces de activar distintas vías de 
señalización. La inactivación de la proteína G se produce cuando el GTP es 
hidrolizado a GDP por la actividad GTPasa intrínseca de la subunidad α o por 
la acción de proteínas reguladoras de señalización por proteínas G, RGSs, que 





En las sinapsis glutamatérgicas están presentes tanto autoreceptores, que 
tienen como ligando el glutamato liberado (mGluRs), como heteroreceptores 
que unen otros ligandos. Todos estos GPCRs modulan la neurotransmisión. 
 
1.3.1. Receptores metabotrópicos de glutamato 
Los receptores mGlu modulan la neurotransmisión mediante su acción 
sobre canales iónicos, sobre la síntesis de segundos mensajeros y sobre la 
regulación de quinasas encargadas de la fosforilación de proteínas. Los 
receptores mGlu funcionan como dímeros, ya que cuando se encuentran en 
forma de monómeros pueden unir glutamato, pero solo en forma de dímeros 
pueden interaccionar con reguladores alostéricos y activar a proteínas G (El 
Moustaine et al., 2012). 
Los receptores mGlu se caracterizan por presentar un dominio 
extracelular amino terminal grande, una región rica en cisteínas que actúa como 
unión con los siete dominios transmembrana, y un dominio intracelular 
carboxilo terminal. El dominio extracelular alberga el sitio de unión a ligando 
ECD, (del inglés ExtraCelular Domain) y 7 dominios transmembrana que 
contienen la zona de unión de moduladores alostéricos y de activación de la 
proteína G. El ECD está constituido por un dominio VFD (del inglés Venus 
Flytrap Domain, por su semejanza a la planta Venus atrapamoscas) bilobulado 
que contiene el sitio de unión al glutamato (Figura 6). El dominio VFD se une a 
los segmentos transmembrana a través de un dominio rico en cisteínas (CRD). 
Cuando el agonista se une al VFD cambia su conformación de abierta a cerrada, 
generando así la conformación activa (A) con los dos lóbulos globulares del 
dominio dispuestos en torno al ligando (O'Hara et al., 1993; Muto et al., 2007), 
mientras que la unión del antagonista favorece el estado de reposo (R). De 
acuerdo a la dimerización de estos receptores, existen tres estados de activación 
de los dímeros (Jingami et al., 2003): abierto-abierto (inactivo), cerrado-abierto 




reguladores alostéricos se unen a nivel de los dominios transmembrana y 
desempeñan una importante función en la activación específica de distintas 
cascadas de señalización (Rondard & Pin, 2015). 
Los receptores mGlu se han clasificado en tres grupos en función de la 
homología de la secuencia, vías de señalización que activan y su selectividad 
por el ligando: 
-Receptores de glutamato del grupo I (mGlu1 y mGlu5). Se localizan 
fundamentalmente en la densidad postsináptica (Houamed et al., 1991; Abe et 
al., 1992; Mateos et al., 2000; Lopez-Bendito et al., 2002), aunque se expresan 
también a nivel presináptico (Ovsepian et al., 2017; Xie et al., 2017; Colmers & 
Bains, 2018).  
De forma general, están acoplados a una proteína Gq que hidroliza  
fosfatidilinositol 4,5 bifosfato (PIP2) y genera IP3, que induce la liberación de 
Ca2+ del retículo endoplásmico, y DAG que, junto con el calcio, activa a la 
proteína kinasa C (PKC). Otros efectos atribuidos a los receptores mGlu del 
grupo I son el incremento de los niveles intracelulares de AMPc, la activación 
de fosfolipasa D, la inhibición de canales de potasio, la inhibición de los VDCCs 
del tipo N y P/Q, la fosforilación de la proteína quinasa activada por mitógenos 
p38 (p38MAPK) y la activación de la proteína quinasa Jun (Hermans & Challiss, 
2001; Ribeiro et al., 2010; Willard & Koochekpour, 2013).  
A nivel postsináptico, modulan la actividad de los receptores AMPA y  
NMDA (Fitzjohn et al., 1996; Pisani et al., 2001; Rosenbrock et al., 2010; Stefani & 
Moghaddam, 2010), participando en la potenciación  a largo plazo (LTP) (Aiba 
et al., 1994; Piccinin et al., 2010) y en la depresión a largo plazo (LTD) (Wang et 
al., 2009; Suzuki & Okada, 2010; Jones, 2017). 
-Receptores de glutamato del grupo II (mGlu2 y mGlu3). Se localizan 
tanto a nivel post como presináptico. En la presinapsis se expresa 
mayoritariamente mGlu3 que inhibe la liberación tanto de glutamato, como de 




Además, mGlu3 aparece tanto en neuronas como en células gliales mientras que 
mGlu2 es exclusivamente neuronal (Ohishi et al., 1998; Tamaru et al., 2001).  
Los receptores mGlu del grupo II se acoplan a proteínas Gi/o e inhiben 
tanto la adenilato ciclasa, como los VDCCs, mientras que activan canales GIRKs 
(del inglés G protein-coupled Inwardly-Rectifying potassium (K) channels). Estos 
receptores también activan las vías PI3K y MAP quinasas (MAPK) (Muguruza 
et al., 2016). 
-Receptores de glutamato del grupo III (mGlu4, mGlu6, mGlu7 y 
mGlu8). Se localizan fundamentalmente a nivel presináptico en sinapsis 
glutamatérgicas y GABAérgicas modulando la liberación de estos 
neurotransmisores.  mGlu6 se expresa exclusivamente en retina, mientras que el 
resto de receptores se distribuyen por las distintas áreas del sistema nervioso 
central. Las acciones inhibidoras de estos receptores están mediadas por la 
activación de proteínas Gi/o  que a su vez reducen la actividad de la adenilato 
ciclasa y de los VDCCs  o bien activan canales GIRKs (Flor & Acher, 2012). 
 
1.3.1.1. Receptores mGlu7. 
Si bien se estableció que los receptores mGlu7 actúan como 
homodímeros (Figura 6), se ha observado que algunas de sus acciones las 
realizan formando heterodímeros con otros receptores metabotrópicos de 
glutamato, principalmente mGlu8 (Kammermeier, 2015). 
Existen cinco isoformas de mGlu7 (a-e), de las que mGlu7a es más 
abundante que mGlu7b, mientras que mGlu7c y mGlu7d se encuentran en 
tejidos no neurales. La localización de estos receptores es esencialmente 
presináptica (Figura 6), aunque en algunos tipos de sinapsis se localizan  a nivel 
postsináptico como en el globo pálido y en el estriado (Palazzo et al., 2016). En 
comparación con los demás receptores del grupo III, mGlu7 es el que presenta 




actuar de “freno” ante niveles elevados de actividad de las sinapsis 
glutamatérgicas (Niswender & Conn, 2010). 
 
 
Figura 6. Receptores metabotrópicos de glutamato (mGlu7). (A) Localización de mGlu7 en la 
sinapsis (Shigemoto et al., 1996). (B) Estructura de los mGluRs basada en (Niswender & Conn, 
2010). C, Modulación dual de la liberación de neurotransmisor por mGlu7. La acción inhibidora 
emplea la unión a proteínas Gi/o, mientras que la potenciación requiere  la interacción con 
proteínas G resistentes a toxina pertussis (PTx). 
 
La expresión de los receptores mGlu7 está influenciada por la neurona 
postsináptica. Así, los terminales presinápticos del axón de una neurona 




mGlu1 presentan una concentración más de 10 veces mayor del receptor  
mGlu7 que los botones sinápticos del mismo axón que contactan con otras 
neuronas piramidales u otro tipo de interneuronas (Shigemoto et al., 1997). 
Recientemente se ha demostrado que la localización presináptica de los 
receptores mGlu7 depende del reclutamiento por la proteína postsináptica 
Elfn1 (Tomioka et al., 2014). La etapa de desarrollo es otro factor que influye en 
la expresión de mGlu7. Así, en  las etapas iniciales de desarrollo del hipocampo 
la transmisión sináptica es controlada por los receptores mGlu4/8, que tienen 
alta afinidad por glutamato, mientras que, en etapas más avanzadas, sólo se 
expresan los receptores mGlu7 de baja afinidad (Ayala et al., 2008). Asimismo, 
en los terminales cerebrocorticales de corteza purificados de ratas jóvenes se  
expresan los receptores mGlu4 y mGlu7, mientras que, en los obtenidos de ratas 
adultas, sólo se expresan los receptores mGlu7 (Millan et al., 2002b; Martin et al., 
2010). Esto explicaría la aparición del fenotipo epiléptico de los ratones carentes 
de mGlu7 sólo a partir de las 10 semanas de edad (Sansig et al., 2001).  
Por otro lado,  se ha observado que el receptor mGlu7 se coexpresa con 
distintos subtipos de VDCCs en función del área cerebral. Así en la corteza el 
receptor se expresa solo en terminales presinápticos con VDCCs de tipo N 
(Millan et al., 2002b). Además, en el ratón KO para los canales de tipo N, en el 
que todos los terminales presinápticos presentan exclusivamente canales tipo 
P/Q, se pierde la acción inhibitoria del receptor mGlu7 (Martin et al., 2008) Sin 
embargo, en el hipocampo, el receptor se expresa en terminales con canales de 
tipo P/Q (Martin et al., 2008). 
De manera general, los receptores mGlu del grupo III interaccionan con 
numerosas proteínas y esto afecta a su función. El extremo C terminal de mGlu7 
interacciona con la proteína PICK1 (del inglés Protein Interacting With C Kinase 
1), lo que resulta necesario para la correcta localización y función del receptor 
en la zona activa (Boudin et al., 2000; Zhang et al., 2008). La interacción con 
calcio/calmodulina (Ca/CaM) también regula la función del receptor mGlu7 ya 




interaccionan con la misma región proximal del extremo C terminal.  Así, en 
estado de reposo, los receptores mGlu7 tienen la subunidad Gβγ unida, 
mientras que tras el aumento de Ca2+ en la zona activa y la liberación de 
glutamato, la interacción con  Ca/CaM desplaza la subunidad Gβγ y permite la 
señalización e inhibición de la actividad de los canales de Ca2+ (El Far & Betz, 
2002; Bertaso et al., 2006). De acuerdo con este modelo, los inhibidores de CaM 
suprimen la inhibición de la liberación de glutamato por el receptor mGlu7 
(O'Connor et al., 1999; Millan et al., 2002a; Martin et al., 2007). Además, el 
receptor mGlu7 también participa en la formación de complejos proteicos con 
las proteínas de la maquinaria exocitótica Munc13-1 (Martin et al., 2010) y 
RIM1α (Pelkey et al., 2008). Por último, la fosforilación por PKC de la serina 862 
del sitio de unión de Ca/CaM inhibe la unión de Ca/CaM (Airas et al., 2001) y 
la funcion del receptor (Macek et al., 1998; Millan et al., 2002a).  
Hasta la fecha no se dispone de un agonista selectivo del receptor mGlu7. 
El agonista ortostérico ácido L-(+)-2-amino-4-fosfanobutírico (L-AP4), igual que 
el glutamato endógeno, activa todos los receptores mGlu del grupo III 
(mGlu4/6/7/8) (Schoepp et al., 1999). A pesar de esta limitación, se dispone de 
diversos ligandos alostéricos, como el modulador positivo AMN082  o los 
moduladores negativos MMPIP y ADX71743. AMN082 activa proteínas G en 
líneas celulares (Suzuki et al., 2007) e induce la internalización del receptor 
(Pelkey et al., 2008), pero no activa las vías de señalización dependientes del 
receptor mGlu7 en algunas sinapsis (Ayala et al., 2008). Además, AMN082 
inhibe el transportador de serotonina, dopamina y noradrenalina (Sukoff Rizzo 
et al., 2011). No obstante, hay que señalar que el estudio de las funciones del 
receptor mGlu7 está facilitado por la expresión selectiva de este receptor en 
preparaciones como sinaptosomas cerebrocorticales (Millan et al., 2002b; Martin 
et al., 2010) o rodajas de hipocampo de ratones adultos (Martin et al., 2018), así 
como por la disponibilidad de ratones carentes de mGlu7 o la existencia de 





Modulación de la liberación de glutamato y de la transmisión sináptica 
por receptores mGlu7. 
La activación de los receptores metabotrópicos de tipo III por L-AP4 
reduce la neurotransmisión excitadora en numerosas regiones cerebrales 
(Baskys & Malenka, 1991; Takahashi et al., 1996; Capogna, 2004). Esta inhibición 
tiene un origen presináptico, ya que incrementa la PPR (del inglés Paired Pulse 
Ratio) y reduce la frecuencia, pero no la amplitud, de la liberación espontánea o 
mEPSC (del inglés miniature Excitatory Postsynaptic Current). Además, estos 
receptores disminuyen la liberación de glutamato en preparaciones de 
terminales sinápticos purificados o sinaptosomas (Millan et al., 2002b; a; Millan 
et al., 2003a; Martin et al., 2007). Estos receptores también se localizan en 
terminales GABAérgicos inhibiendo la transmisión sináptica inhibidora (Salt & 
Eaton, 1995; Klar et al., 2015). 
El principal mecanismo por el que los receptores mGlu del grupo III, y en 
particular mGlu7, inhiben la liberación de glutamato es por la inhibición de los 
VDCCs (Figura 6). Esta acción afecta a canales de tipo P/Q y de tipo N, implica 
a proteínas Gi/o sensibles a PTx, y se efectúa por un mecanismo limitado a la 
membrana en el que participan las subunidades βγ (Herlitze et al., 1996). Este 
mecanismo de inhibición no requiere la activación de PKC ni PKA pero si la 
acción de Ca/CaM (Millan et al., 2002a; Martin et al., 2007). Es más, la activación 
de estas quinasas revierte la inhibición por fosforilación del receptor. 
Los receptores metabotrópicos del grupo III también inhiben la adenilato 
ciclasa (AC) (Figura 6) y esta acción reduce el efecto potenciador mediado por 
AMPc en distintos sistemas de expresión (Okamoto et al., 1994), en rodajas de 
hipocampo (Schoepp & Johnson, 1993) y en sinaptosomas (Herrero & Sanchez-
Prieto, 1996; Millan et al., 2002a; Martin et al., 2007), aunque la inhibición de la 
AC no es efectiva si esta no se ha estimulado previamente (Herrero & Sanchez-
Prieto, 1996; Schoppa & Westbrook, 1997; Millan et al., 2002a; Martin et al., 
2007). Así, el receptor mGlu7 inhibe la potenciación dependiente de la 




terminales presinápticos glutamatérgicos (Herrero & Sanchez-Prieto, 1996; 
Millan et al., 2002a). 
Asimismo, se ha observado que las subunidades βγ de las proteínas Gi/o 
activan canales GIRKs, favoreciendo la salida de potasio y la hiperpolarización 
de la célula. Este mecanismo de señalización también es activado por receptores 
mGlu7 en sistemas de expresión génica (Niswender et al., 2008). 
Si bien la acción primaria del receptor mGlu7 es la inhibición de la 
liberación de glutamato, hay evidencias de que los receptores mGlu del grupo 
III también pueden potenciar la liberación. En la corteza entorrinal los 
receptores mGlu4 y mGlu8 aumentan la frecuencia de la liberación espontánea 
(Evans et al., 2000; Woodhall et al., 2007). En el cáliz de Held se ha observado 
una doble modulación por receptores mGlu del grupo III que, además de 
inhibir la liberación de neurotransmisor, aumentan la cantidad de vesículas 
sinápticas dispuestas para la liberación o RRP (Billups et al., 2005). Asimismo, 
en las sinapsis de las fibras musgosas de hipocampo con interneuronas, la 
exposición prolongada al agonista  lleva a la pérdida de la acción inhibidora del 
receptor mGlu7 (Pelkey et al., 2005).    
En sinaptosomas de corteza cerebral se ha observado que una 
estimulación prolongada del receptor con el agonista L-AP4 conduce a una 
potenciación de la liberación del neurotransmisor mediante un mecanismo 
independiente de proteínas G sensibles a toxina pertussis (Martin et al., 2010) y 
que esta potenciación es consecuencia de una nueva señalización que compensa 
la acción inhibidora del receptor. En esta preparación, la activación prolongada 
del receptor mGlu7 activa la fosfolipasa C (PLC) promoviendo la hidrólisis de 
fosfatidilinositol PIP2 y generando IP3 y DAG. La potenciación de la liberación 
parece ser independiente de la actividad de PKC, pero dependiente de otras 
proteínas que unen DAG como la proteína Munc13-1, cuya translocación a la 





Por lo tanto, es posible que el receptor mGlu7 pueda participar en 
mecanismos de potenciación de la liberación de glutamato dependientes de la 
maquinaria exocitótica (Figura 6). En este sentido hay que señalar que la 
proteína Munc13-1, una vez translocada a la membrana, forma un complejo con 
la proteína de la zona activa RIM (Dulubova et al., 2005) y que este 
heterodímero activo (Deng et al., 2011a) habilita a la proteína Munc13-1 para 
iniciar la formación del complejo SNARE y aproximar las vesículas sinápticas a 
la membrana plasmática, aumentando así el número de vesículas sinápticas 
dispuestas para la liberación (Betz et al., 2001; Deng et al., 2011a; Sudhof, 2012; 
Das et al., 2018). La activación de Munc13 por PLC participa en procesos de 
potenciación a corto plazo (STP, del inglés Short Term Potentiation) (Rhee et al., 
2002; Rosenmund et al., 2002) mientras que el receptor mGlu7 promueve 
procesos de potenciación a largo plazo (LTP, del inglés Long Term Potentiation) 
dependientes de AMPc y de la proteína RIM (Pelkey & McBain, 2008). 
Este control bidireccional  por receptores mGlu7 se observa también en la 
transmisión sináptica entre las fibras colaterales de Schaffer y las células 
piramidales CA1 del hipocampo (Martin et al., 2018). Esta modulación es 
dinámica, ya que primero hay una reducción y luego un aumento de la 
amplitud de los EPSCs que, seguramente, refleja la mayor complejidad del 
mecanismo de potenciación. La potenciación, pero no la inhibición, así como la 
aproximación de las vesículas sinápticas a la membrana se pierde en los ratones 
carentes de las proteínas Munc13-2 o RIM1α. Además, la activación endógena 
del receptor también modula la transmisión bidireccionalmente, pero en estas 
condiciones la potenciación aparece rápidamente y anula cualquier inhibición, 
de manera que la potenciación prevalece a menos que esta se suprima con un 
inhibidor de PLC (Martin et al., 2018). 
 Los receptores mGlu7 participan tanto en la depresión a largo plazo 
(LTD) como en la potenciación a largo plazo (LTP) ambas implicadas en el 
aprendizaje y la memoria (Takeuchi et al., 2014). En las sinapsis de las fibras 




(HFS, del inglés High Frecuency Stimulation) activa el receptor mGlu7 e induce 
LTD. Sin embargo, esta LTD desaparece por la aplicación prolongada del 
agonista, como consecuencia de la internalización del receptor (Pelkey et al., 
2005). Además, se ha demostrado que la LTD en interneuronas requiere la 
acción combinada del receptor mGlu7 a nivel presináptico con la entrada de 
Ca2+ por receptores AMPA a nivel postsináptico (Laezza et al., 1999). Por otra 
parte, el ratón que carece del receptor mGlu7 muestra una reducción en la 
facilitación a corto plazo (STP) y en la fase inicial de la potenciación a largo 
plazo (LTP) (Bushell et al., 2002). Estudios recientes en la región CA1 del 
hipocampo han mostrado que la activación el receptor mGlu7 en sinapsis 
GABAérgicas facilita la LTP de la transmisión glutamatérgica por desinhibición 
(Klar et al., 2015).  
 
1.3.2. Heteroreceptores. Sistema endocannabinoide. Receptores CB1. 
Además de los mGluRs, existen otros GPCRs presentes en las sinapsis 
glutamatérgicas, activados por neuromoduladores o neurotransmisores 
distintos a glutamato generados en la misma sinapsis o en sinapsis vecinas, que 
son capaces de modular la liberación del glutamato. 
El sistema endocannabinoide está compuesto por los GPCRs CB1 y CB2, 
los cannabinoides endógenos 2-araquidoinoilglicerol (2-AG) y anandamida, y 
los enzimas implicados en su síntesis y degradación. El sistema 
endocannabinoide desempeña un papel fundamental en múltiples procesos 
como la memoria, el control del estado de ánimo, los mecanismos de 
recompensa, la adicción a drogas y distintos procesos metabólicos (Ezzili et al., 
2010). 
La síntesis de los endocannabinoides en SNC tiene lugar a nivel 
postsináptico tras la activación de la neurona postsináptica y la entrada de 
calcio. En la síntesis del 2-AG, que es el endocannabinoide más abundante en el 




fosfolipasa β (PLCβ) (Maejima et al., 2005), que genera diacilglicerol, y la 
diacilglicerol lipasa α (DGLα) (Yoshida et al., 2006), que hidroliza el DAG 
generando 2-AG. Esta síntesis se induce en respuesta a un aumento transitorio 
de la concentración de calcio, presumiblemente tras la despolarización y 
activación de los canales de calcio voltaje dependientes, o en respuesta a la 
estimulación de receptores metabotrópicos de glutamato de tipo I, o de forma 
sinergística en respuesta a la coincidencia de ambos estímulos (Brenowitz & 
Regehr, 2005). Se cree que la enzima PLCβ es la responsable de detectar la 
coincidencia entre la concentración postsináptica de calcio y la señalización por 
el GPCR (Hashimotodani et al., 2005; Maejima et al., 2005). El 2-AG es 
degradado por múltiples enzimas, siendo la más predominante la 
monoacilglicerol lipasa (MAGL) que lo transformará en ácido araquidónico 
(AA) y glicerol. Otros enzimas que también pueden degradar el 2-AG son la 
proteína 12 con dominio hidrolasa α, β, la ciclooxigenasa o el citocromo p450 
entre otros (Baggelaar et al., 2018). 
Como ya se ha mencionado el DAG se metaboliza a nivel postsináptico 
por las diacilglicerol lipasas (DAGLα y β) (Reisenberg et al., 2012). En la corteza 
prefrontal el receptor mGlu5 facilita la síntesis de endocannabinoides por 
asociación con DAGLα (Jung et al., 2007; Maccarrone et al., 2010). Así, en esta 
región cerebral  mGlu5 inicia una LTD independiente de la síntesis de proteínas 
y dependiente de la activación del sistema endocannabinoide (Robbe et al., 
2002). Esta disponibilidad de cannabinoides está reducida en ratones Fmr1 KO 
ya que la  ausencia de FMRP conlleva a una deslocalización de la DAGLα lo que 
se traduce en una pérdida de la LTD de las sinapsis excitadoras de la corteza 
prefrontal (Darnell et al., 2011; Jung et al., 2012). 
El sistema endocannabinoide comprende dos tipos de receptores 
principales, el CB1 y el CB2,  si bien existen otros tipos de receptores como 
GPR18 y 55, los receptores huérfanos GPR3, 6 y 12 o los receptores sensibles a 




Originalmente se pensaba que el receptor CB1 era el único presente en el 
SNC mientras que CB2 estaba restringido al sistema inmune, sin embargo, más 
adelante se demostró también la presencia de CB2 en cerebro (Nunez et al., 
2004; Ashton et al., 2006; Ashton et al., 2007; Schley et al., 2009). No obstante, la 
expresión de los receptores CB2 es menor y parece aumentar 




El receptor CB1 es el receptor metabotrópico más abundante en el 
cerebro. Al igual que los demás GPCRs, está formado por un dominio N-
terminal, 7 dominios transmembrana y un dominio C-terminal intracelular, 
pero, en estos receptores, la interacción con sus ligandos tiene lugar a través de 
los dominios transmembrana 3 y 6 dada la naturaleza hidrofóbica de estos 
(Kano et al., 2009). Los receptores cannabinoides son funcionales tanto en forma 
de homodímero (Wager-Miller et al., 2002) como de heterodímero en 
combinación con otros receptores como el receptor de dopamina 2 (D2) (Bagher 
et al., 2017), orexina OX1R (Ibrahim & Abdel-Rahman, 2015), serotonina 5HT2A 
(Vinals et al., 2015) y el receptor mu opioide (Hojo et al., 2008) entre otros 
(Morales & Reggio, 2017).  
El receptor CB1 se localiza a nivel presináptico en la región perisináptica 
(Figura 7) y es más abundante en neuronas GABAérgicas que en 
glutamatérgicas. Las áreas cerebrales que muestran una expresión alta del 
receptor son hipocampo, cerebelo, corteza, ganglios basales, amígdala y 
estriado, mientras que su expresión es escasa en tronco encefálico, diencéfalo y 
médula espinal (Gorzkiewicz & Szemraj, 2018). Los receptores CB1 están 
implicados en la regulación de un gran número de procesos fisiológicos  y 
patológicos incluido el desarrollo cerebral, aprendizaje y memoria, 




percepción del dolor e inflamación así como trastornos psiquiátricos, 
neurológicos y de neurodesarrollo (Busquets Garcia et al., 2016). 
Generalmente el receptor se acopla a una proteína Gi/o para inhibir la 
adenilato ciclasa y los VDCCs (Figura 7) y para activar a los GIRKs, aunque 
puede acoplarse también a una proteína Gs y activar a la adenilato ciclasa en 
condiciones de bloqueo de las proteínas Gi/o con toxina pertussis o cuando se 
estimula simultáneamente con el receptor D2 (Glass & Felder, 1997; Busch et al., 
2004). No obstante, el efecto del receptor CB1 sobre la AC parece depender 
también de la isoforma de esta última (Patel et al., 2001). CB1 inhibe las AC-I, 
AC-III, AC-V, AC-VI y AC-VIII mientras que estimula la síntesis de AMPc 
cuando se expresa con las AC-II, AC-IV y AC-VII (Rhee et al., 1998). Asimismo, 
el receptor CB1 activa la ruta de las MAP quinasas mediante la activación de 
ERK1/2  aunque esta acción parece ser dependiente del tipo celular (Turu & 
Hunyady, 2010). 
La activación del receptor CB1 inhibe la liberación de neurotransmisor 
(Shen et al., 1996; Godino et al., 2005) por medio de dos mecanismos 
dependientes de proteínas G (Pitler & Alger, 1994) (Figura 7): por un lado, la 
inhibición de los VDCCs por la acción del dímero βγ (Kreitzer & Regehr, 2001; 
Brown et al., 2004) y, por otro, la activación de los canales rectificadores de 
potasio dependientes de proteínas G (GIRKs), concretamente GIRK1/4 (Guo & 
Ikeda, 2004). Ambas acciones disminuyen la excitabilidad de la neurona 
presináptica y, por tanto, la liberación de neurotransmisor (Chevaleyre et al., 
2006). Además, la activación de la subunidad αi inhibe la enzima adenilato 
ciclasa causando una disminución de los niveles de AMPc (Childers & 
Deadwyler, 1996; Godino et al., 2005). Clásicamente se ha considerado que la 
disminución de los niveles de AMPc afectaría exclusivamente a la vía inducida 
por la proteína quinasa dependiente de AMPc (PKA) (Heifets & Castillo, 2009), 
aunque otras proteínas reguladas por AMPc podrían verse igualmente 
afectadas (Yang et al., 2012). Se ha considerado que los cambios en la actividad 




relacionados con los fenómenos de plasticidad a corto plazo, mientras que la 
disminución de los niveles de AMPc y los cambios asociados a la actividad de la 
maquinaria exocitótica se asocian a los mecanismos de depresión de la 
actividad sináptica a largo plazo (Schoch et al., 2002; Castillo, 2012). 
La acción inhibidora de los endocannabinoides se describió primero en 
las sinapsis GABAérgicas. Al despolarizar la célula postsináptica, se observó 
una depresión transitoria de la transmisión sináptica debida a una acción 
retrógrada del cannabinoide que, generado en la postsinapsis, difunde a la 
presinapsis activando receptores CB1 que, a su vez,  inhiben la entrada de Ca2+ 
y la liberación del neurotransmisor GABA. Este fenómeno se denominó DSI 
(del inglés Depolarization induced Supression of Inhibition) (Llano et al., 1991; Pitler 
& Alger, 1992). En el caso de las sinapsis excitadoras, la activación del receptor 
CB1 también induce una inhibición en la liberación de glutamato dando lugar al 
fenómeno denominado DSE (del inglés Depolarization induced Supression of 
Excitation) (Kreitzer & Regehr, 2001). Tanto la DSI como la DSE constituyen dos 
formas de eCB-STD (del inglés endocannabiniods Short Term Depression). El hecho 
de que los endocannabinoides liberados desde la postsinapsis activen 
receptores CB1 presinápticos fue demostrado mediante el bloqueo de la DSE 
con antagonistas de CB1 (Kreitzer & Regehr, 2001; Maejima et al., 2001) y en 






Figura 7. Localización y rutas señalización del receptor CB1. (A) El receptor CB1 se localiza en 
la zona presináptica en las sinapsis glutamatérgicas (Katona et al., 2006). (B) La acción de los 
endocannabinoides tiene lugar de manera retrógrada tras estimularse la síntesis de los mismos 
por la activación de los mGluRs acoplados a una proteína Gq. Estos endocannabinoides 
difundirán hacia la presinapsis activando al receptor CB1 que, a su vez, inhibirá la liberación 




Poco después de ser descritos los fenómenos de DSE y DSI, se demostró 
que los cannabinoides también inhibían la liberación de neurotransmisor de 
manera prolongada (LTD) tanto en neuronas excitadoras (Gerdeman et al., 2002; 
Robbe et al., 2002), como inhibidoras (Marsicano et al., 2002; Chevaleyre & 
Castillo, 2003). Esta depresión a largo plazo se ha estudiado en diferentes 
regiones cerebrales como el estriado dorsal, la amígdala, el hipocampo, el 
núcleo accumbens, el cerebelo, los colículos superiores y el área tegmental 
ventral. La inducción de la depresión a largo plazo por los cannabinoides está 
relacionada con la inhibición de la adenilato ciclasa y la disminución de los 
niveles de AMPc en la neurona presináptica (Chevaleyre & Castillo, 2003; 
Chevaleyre et al., 2006; Heifets & Castillo, 2009). Además, requiere tiempos de 
activación del receptor CB1 mucho mayores que la inducción de los fenómenos 
de DSI y DSE (Chevaleyre & Castillo, 2003; Ronesi et al., 2004). 
Cabe destacar que, en algunas sinapsis, la LTD dependiente del sistema 
cannabinoide implica sólo a la fase de inducción y no a la fase de 
mantenimiento de la misma (Safo & Regehr, 2005). Se ha propuesto que el 
mantenimiento de la LTD en algunas sinapsis podría estar relacionado con la 
activación de receptores NMDA presinápticos (Nevian & Sakmann, 2006; 
Rodriguez-Moreno & Paulsen, 2008) y con la entrada de calcio en la neurona 
presináptica que podría activar a la fosfatasa calcineurina, que es requerida 
para el mantenimiento de la LTD en algunas interneuronas (Heifets et al., 2008). 
La expresión postsináptica de este fenómeno es una de las peculiaridades que 
presenta la LTD mediada por cannabinoides en las sinapsis entre fibras 
paralelas y células de Purkinje en el cerebelo. La mayoría de autores también 
coinciden en que la inducción de la LTD depende de la liberación de 
endocannabinoides y tiene una expresión presináptica, mientras que el 
mantenimiento de la misma es independiente de cannabinoides y se expresa de 
forma postsináptica (Safo et al., 2006). La mayoría de las evidencias indican que 
la inhibición de la vía AMPc/PKA dependiente de la activación del receptor 
CB1 es crucial para la inducción de formas presinápticas de LTD tanto en 




La exposición prolongada a los agonistas cannabinoides en cultivos de 
células granulares de cerebelo silencia presinápticamente una subpoblación de 
botones sinápticos que previamente eran activos (Ramirez-Franco et al., 2014). 
Este fenómeno se relaciona con la disminución en los niveles de AMPc y de las 
actividades de Epac  y de PLC, de manera que ESI05, un inhibidor selectivo de 
Epac2, y U-73122, un inhibidor especifico de la PLC, incrementan el número de 
botones sinápticos silentes, mientras que la activación de Epac previene el 
silenciamiento inducido por los agonistas cannabinoides. Las células carentes 
de RIM1α (RIM1α KO) tienen más botones silentes de manera constitutiva. Este 
silenciamiento presináptico inducido por los cannabinoides parece depender de 
la reducción de la actividad de la vía de señalización AMPc/Epac/PLC que 
afecta a la maquinaria exocitótica retirando vesículas sináptica de la membrana 
plasmática en la zona activa (Alonso et al., 2017).  
Los agonistas de los receptores de cannabinoides tienen uso terapéutico 
en algunas patologías. La mezcla de tetrahidrocannabinol (THC) con 
cannabidiol se utiliza para el dolor neuropático en la esclerosis múltiple y 
derivados sintéticos del THC, como antieméticos para pacientes con cáncer y 
estimulantes del apetito en individuos con el síndrome de inmunodeficiencia 
adquirida. No obstante, estos fármacos solo están aprobados en algunos países. 
Respecto a los antagonistas, el rimonabant (antagonista selectivo del receptor 
CB1) se empleó para el tratamiento de la obesidad aunque tuvo que ser retirado 
debido a los efectos secundarios de naturaleza psiquiátrica que provocaba 
(Chanda et al., 2019). 
 
1.3.3. Heteroreceptores. Sistema noradrenérgico. Receptores β 
adrenérgicos. 
Los receptores β adrenérgicos (βARs) son un tipo de GPCRs, 
pertenecientes a la familia de los receptores adrenérgicos, que actúan como 




son activados por noradrenalina y están acoplados a la estimulación de la 
adenilato ciclasa (AC) por medio de proteínas Gs, generando el segundo 
mensajero AMPc. Los βARs ejercen importantes y variadas funciones biológicas 
en diferentes tejidos, participando también en mecanismos de plasticidad 
sináptica en el cerebro. 
En el SNC las neuronas noradrenérgicas sitúan sus somas en el locus 
coeruleus desde donde proyectan a las distintas áreas del cerebro, incluyendo 
amígdala, tálamo, hipocampo, cerebelo  y corteza (Sara, 2009). Dichas neuronas 
liberan noradrenalina que activa distintos tipos de receptores: α1 (A, B y D), α2 
(A, B y C), β1, β2 y β3. Los receptores α1 se acoplan a proteínas Gq/11 activando 
PLC y la síntesis de IP3 y DAG. Los receptores α2 ejercen sus efectos mediante 
una proteína Gi/o, que inhibe la adenilato ciclasa y la actividad de los VDCCs y 
activa los GIRKs y las MAP quinasas. Los receptores β1 se acoplan a una 
proteína Gs que activa a la adenilato ciclasa favoreciendo la síntesis de AMPc 
(Figura 8). Por su parte, los receptores β2 interaccionan mayoritariamente con 
proteínas Gs, aunque también pueden hacerlo con Gi, mientras que los β3, al 
contrario que los β2, interaccionan mayoritariamente con Gi y, en menor 
medida, con Gs (Philipp & Hein, 2004). 
A nivel subcelular, los βARs se expresan en neuronas catecolaminérgicas 
a nivel postsináptico y presináptico (Aoki et al., 1989), así como en astrocitos 
asociados a estas neuronas (Aoki & Pickel, 1992). Numerosas evidencias 
funcionales indican la acción de los βARs en sinapsis glutamatérgicas y los 
datos estructurales corroboran esto, mostrando su expresión en la zona activa 
presináptica en las capas III-V de la corteza cerebral (Ferrero et al., 2013a) 
(Figura 8). 
Los receptores β1 y β2 forman  homo y heterodímeros (Mercier et al., 
2002). Después de su activación, los βARs son fosforilados por PKA, PKC o 
quinasas de receptores acoplados a proteínas G (GRK), y esto reduce la 
activacion de las proteínas G triméricas. Estas fosforilaciones reclutan la β-




receptores son desfosforilados y reciclados a la membrana o degradados en 
lisosomas (Lohse et al., 1990; Fu & Xiang, 2015; Beautrait et al., 2017).  
 
Liberación de Glutamato. Señalización presináptica de los βARs. 
La vía canónica de señalización de los βARs implica su acoplamiento a 
proteínas Gs, que activan la adenilato ciclasa y la generación de AMPc (Figura 
8), aunque bajo ciertas condiciones puede inhibir esta enzima acoplándose a Gi 
(Daaka et al., 1997). Además, la interacción con β-arrestina, propia de la 
desensibilización de los receptores, puede iniciar mecanismos de señalización 
independientes de proteínas G (Shenoy & Lefkowitz, 2011). 
Se ha demostrado que la activación de los βARs potencia la transmisión 
sináptica en distintas regiones cerebrales, incluyendo la corteza  (Huang & Hsu, 
2006; Kobayashi et al., 2009). Además, estos receptores también potencian la 
liberación de glutamato en preparaciones de sinaptosomas de corteza cerebral 
(Herrero & Sanchez-Prieto, 1996; Millan et al., 2003b).  
Los cambios en la neurotransmisión sugieren que estos fenómenos tienen 
un origen presináptico, tal como proponen algunos estudios (Kobayashi et al., 
2009). Sin embargo, la potenciación dependiente de βARs también incrementa 
las corrientes de los receptores NMDA y es sensible a los antagonistas de estos 
receptores. Por lo tanto, la potenciación de la transmisión sináptica por los βARs 
presenta componentes pre y postsinápticos (Ji et al., 2008) de acuerdo con la 
expresión de estos receptores en ambos compartimentos sinápticos (Ferrero et 
al., 2013a).  
La potenciación de la liberación de glutamato por los βARs depende de 
la modulación de los VDCCs de tipo P/Q y N (Huang & Kandel, 1996; Huang et 
al., 1998) y es bloqueada por cadmio (Ji et al., 2008). Esta potenciación también 
se ha relacionado con la PKA (Gereau & Conn, 1994; Herrero & Sanchez-Prieto, 
1996), de acuerdo a la capacidad de esta quinasa de regular los VDCCs (Millan 




exocitótica como sinapsina 1 (Menegon et al., 2006; Cheng et al., 2018), SNAP-25 
(Nagy et al., 2004) o RIM1α (Lonart et al., 2003). No obstante, existen otros 
mecanismos de acción del AMPc PKA-independientes que modulan la 
liberación de glutamato y que implican a la proteínas Epac (del inglés  Exchange 
Proteins directly Activated by cAMP) (Kaneko & Takahashi, 2004; Gekel & Neher, 
2008; Ferrero et al., 2013a; Zhao et al., 2013; Fernandes et al., 2015). 
 
Figura 8. Localización y señalización del receptor β adrenérgico. (A) Los βARs se localizan en 
la zona presináptica en distintas áreas del cerebro, incluyendo las capas III-V de la corteza 
cerebral (Ferrero et al., 2013a). (B) Ruta de potenciación de la liberación del glutamato inducida 
por la activación de los βARs y basada en la síntesis de AMPc que activará a la proteína Epac lo 
que a su vez incrementará los niveles de DAG y la traslocación de Munc13 a la membrana de la 





Aunque la principal diana del AMPc es la proteína quinasa A (PKA), 
existen otras proteínas que pueden ser activadas por este nucleótido, además de 
la proteina Epac, como son los canales iónicos operados por nucleótidos cíclicos 
o CNG, permeables a K+ y Na+, que generan la denominada corriente de 
entrada activada por hiperpolarización (Ih) (He et al., 2014) y que se han 
relacionado a nivel presináptico con la potenciación de la liberación de la 
neurotransmisión (Park et al., 2011). 
La PKA facilita la liberación de neurotransmisores mediante el control de 
la excitabilidad neuronal, la entrada de Ca2+, y el reclutamiento y fusión de las 
VSs. Estas funciones están mediadas por la fosforilación de diferentes proteínas, 
principalmente canales iónicos y proteínas de la maquinaria exocitótica. PKA 
fosforila canales de K+, aumentando la actividad de los Kir6.2 o disminuyendo 
la cinética de apertura de las subunidades SUR1 (Beguin et al., 1999). Además, 
fosforila diversas subunidades de los VDCCs, promoviendo su activación e 
incrementando la entrada de Ca2+(Hell et al., 1995). 
Respecto a las proteínas de la maquinaria exocitótica, PKA fosforila a 
CSP (del inglés Cysteine String Protein) alterando su interacción con sintaxina y 
sinaptotagmina y prolongando la apertura del poro de fusión (Evans & 
Morgan, 2002). La fosforilación de la proteína de las VSs snapina o SNAP25BP, 
favorece la formación del complejo SNARE por medio de su interacción con 
SNAP-25 (Chheda et al., 2001). Además, la fosforilación de SNAP-25 es 
necesaria para el mantenimiento del RRP (Nagy et al., 2004). Por otro lado, PKA 
forsforila a sinaptotagmina 12 lo que se va a traducir en un incremento de la 
liberación espontánea (Maximov et al., 2007). Asimismo se ha descrito que PKA 
fosforila las proteínas RIM (Lonart et al., 2003) y las proteínas complexinas, lo 








Las proteínas Epac son factores intercambiadores de nucleótidos de 
guanina (GEF) para proteínas G pequeñas activadas directamente por AMPc. 
Presentan cuatro isoformas, Epac1 y tres isoformas de Epac2 (A, B y C) (Figura 
9). Epac1 se distribuye de manera ubicua en el organismo aunque su expresión 
en el cerebro adulto es reducida. Por el contrario, la expresión de Epac2A está 
mucho más localizada en el SNC, fundamentalmente en corteza, hipocampo, 
habénula y cerebelo (Kawasaki et al., 1998). Epac2A se localiza próxima a la 
membrana plasmática (Niimura et al., 2009). Por el contrario, Epac 2B es 
exclusiva de la glándula adrenal  y Epac 2C se expresa solo en el hígado. 
Tanto Epac1 como Epac2 presentan una región N-terminal reguladora y 
una región C-terminal catalítica. La región reguladora contiene un dominio de 
alta afinidad para AMPc (CNB-B) y un dominio DEP (Dishevelled, Egl-10, 
Plecstrina) responsable de la asociación a membrana en ambas isoformas y un 
dominio de baja afinidad por AMPc (CNB-A) en Epac2A. La región catalítica 
contiene un dominio de homología CDC25 que es el que presenta la actividad 
GEF para proteínas G pequeñas de la familia Ras, un motivo REM (motivo de 
intercambio con Ras) y un dominio RA con el que interacciona con Ras (Figura 
9). 
Cuando Epac2 se encuentra inactiva, la región reguladora está en una 
conformación de auto-inhibición mediante la interacción de CNB-B con REM y 
CDC25HD. En este estado, la proteína Rap1 no puede interaccionar con Epac. 
La unión de AMPc a CNB-B da lugar a un cambio conformacional que abre la 
región catalítica permitiendo que el dominio CDC25HD lleve a cabo la 





Figura 9. Estructura de Epac. La proteína Epac presenta 4 isoformas distintas, siendo Epac 2A la 
más abundante en el cerebro. Contiene dos dominios CNB (A y B) de baja y alta afinidad 
respectivamente, un dominio DEP para asociarse a las membranas, dos dominios REM y RA 
para interaccionar con Ras y un dominio CDC25HD con actividad GEF (Robichaux & Cheng, 
2018) 
 
Se ha descrito la interacción de las proteínas Epac con numerosas 
proteínas: con el dominio PDZ de RIM2 y Piccolo (Ozaki et al., 2000), con las 
proteínas MAP1 (proteína asociada a los microtúbulos) y microtubulina del 
citoesqueleto (Borland et al., 2006) y con la proteína Ras (Liu et al., 2008), entre 
otras. Además, se ha observado una reducción en los niveles de Rab3a en el 
ratón KO para Epac2, lo que sugiere una posible interacción con esta proteína 
(Fernandes et al., 2015). Por tanto, parece que la proteína Epac está implicada en 
la neurotransmisión en numerosas regiones del sistema nervioso como el cáliz 
de Held (Gekel & Neher, 2008), neuronas de corteza cerebral (Huang & Hsu, 
2006), de cerebelo (Ster et al., 2007), o de hipocampo (Gelinas et al., 2008a; Ster et 
al., 2009; Yang et al., 2012; Fernandes et al., 2015). La importancia de Epac en los 
mecanismos de liberación de neurotransmisores se ha demostrado claramente 
en el estudio del ratón KO para Epac1 y Epac2 y en la plasticidad a largo plazo 
(LTP) (Yang et al., 2012). El ratón KO para Epac2  también muestra deficiencias 





Epac también está implicada en la potenciación de la exocitosis en tejidos 
no neurales, como células beta secretoras de insulina (Holz, 2004) y en la 
reacción acrosómica de los espermatozoides (Branham et al., 2006; Lucchesi et 
al., 2016).   
Se ha observado que la generación de AMPc por el activador de la AC 
forskolina, así como la aplicación del activador específico de Epac 8-pCPT-2´O-
Me-cAMP (8-pCPT), potencian la liberación de glutamato (Ferrero et al., 2013a). 
Sin embargo, los mecanismos de señalización de Epac en la potenciación de la 
liberación de neurotransmisores no han sido establecidos de manera 
inequívoca. Son varias las opciones de señalización de Epac para potenciar la 
liberación de neurotransmisor por medio de un incremento en el RRP: 1) la 
interacción directa y activación de la proteína RIM (Ozaki et al., 2000; Kashima 
et al., 2001; Park et al., 2012); 2) la activación directa de Rab3A por medio de la 
actividad GEF de Epac; 3) la activación de PLCε, mediada por la diana de Epac 
Rap2B (Schmidt et al., 2001) como ocurre en la secreción de insulina (Dzhura et 
al., 2011); 4) la activación de la proteína Munc13. 
También se ha relacionado la acción de Epac con el mantenimiento del 
tamaño RRP, en base a la disminución de este observada en el ratón KO para 
Epac2 (Fernandes et al., 2015). Además, Epac previene el silenciamiento 
presináptico inducido por la activación por cannabinoides del receptor CB1 
(Ramirez-Franco et al., 2014; Alonso et al., 2017). 
Los valores de Kd de la unión de AMPc a Epac1 y 2 son 4 y 1,2 μM, 
respectivamente (de Rooij et al., 2000) y resultan mucho mayores que los de la 
unión de AMPc a PKA (5,0 – 24,6 nM) (Ringheim & Taylor, 1990), por lo que 
Epac actuaría a un rango de concentraciones de AMPc mayores. Respecto a la 
farmacología de Epac, se dispone del activador ortostérico 8-pCPT-2´O-Me-
cAMP, que activa específicamente tanto Epac1 como Epac2 (Vliem et al., 2008), 
así como de diferentes inhibidores de Epac2, aunque solo ESI-05 es un inhibidor 




Modulación de la maquinaria exocitótica por los βARs. 
En sinaptosomas de corteza cerebral la potenciación de la liberación de 
glutamato por activación del receptor AR con el agonista isoproterenol es 
insensible al inhibidor de PKA H-89 (Ferrero et al., 2013a), pero se bloquea con 
el inhibidor de Epac 2 ESI-05 (Alonso et al., 2017). Además, el agonista de Epac 
8-pCPT ocluye la potenciación inducida por isoproterenol (Ferrero et al., 2013a), 
lo que sugiere que esta potenciación depende exclusivamente de Epac y no, de 
PKA. Además, sorprendentemente, tanto la potenciación de la liberación los 
receptores ARs, como por 8-pCPT, son sensibles a los inhibidores 
farmacológicos de la PLC (Ferrero et al., 2013a), que no solo inhiben 
completamente la actividad de PLC determinada por la acumulación de IP1, 
sino que también impiden la activación/translocación de Munc13.  
Hay formas de PLC como las de la familia ɛ que pueden ser activadas 
por proteínas G pequeñas o monoméricas de la familia Ras, entre las que se 
incluye la proteína Rap (Smrcka et al., 2012). La proteína Epac, también 
denominada Rap-GEF, es una proteína con actividad intercambiadora de 
nucleótiodos de guanina que activa proteínas G pequeñas (de Rooij et al., 1998; 
Kawasaki et al., 1998). Se ha descrito que Epac puede activar PLCɛ por medio de 
su diana Rap2B (Schmidt et al., 2001). Por lo tanto, es probable que, en los 
mecanismos de potenciación de la liberación de glutamato estudiados, Epac 
active PLCε por medio de las proteínas Rap. 
La proteína Munc13 es una proteína regulada por la unión a DAG y CaM 
(Augustin et al., 1999; Lipstein et al., 2012) esencial en la preparación de las VSs 
para su liberación. Munc13 se trasloca a la membrana plasmática como 
consecuencia de su activación por la unión de DAG (Betz et al., 1998; Augustin 
et al., 1999; Rhee et al., 2002). Además, la activación de Munc13 requiere la 
interacción con la proteína RIM, que evita la formación del dímero 
autoinhibitorio (Deng et al., 2011a). RIM interacciona a su vez con la proteína G 
pequeña de las VSs, Rab3a, formando un complejo triple entre estas tres 




(Dulubova et al., 2005; Andrews-Zwilling et al., 2006). La unión de RIM-Rab3 
depende de la activación de Rab3 por medio del intercambio de GDP por GTP 
(Wang et al., 2000). Por lo tanto, Epac, a través de su actividad GEF activadora 
del intercambio de GDP por GTP, podría llevar a cabo esta función de 
activación de Rab3. 
Esto explicaría que la potenciación de la liberación de glutamato por los 
receptores ARs esté asociada a un acercamiento de las VSs a la membrana de 
la zona activa (Ferrero et al., 2013a). 
 
Plasticidad sináptica dependiente de AMPc 
Los βARs participan en la inducción de la LTP en el hipocampo (Thomas 
et al., 1996; Gelinas & Nguyen, 2005; O'Dell et al., 2015; Ul Haq et al., 2016), 
reduciendo el umbral para su inducción. Además, el bloqueo de los βARs evita 
el desarrollo de la fase tardía de LTP (Huang & Kandel, 1996). Concretamente 
se ha observado que la activación de los receptores β1 en la corteza prefrontal 
ante una situación de estrés afecta al proceso cognitivo y que el empleo de un 
antagonista específico recupera la formación de la memoria de trabajo (Ramos 
et al., 2005).  
Se ha propuesto que estos mecanismos de potenciación podrían 
depender de la activación de la PKA (Gelinas et al., 2008b; Zhou et al., 2013a) o 
Epac (Gelinas et al., 2008a) y de la vía ERK/mTOR (Gelinas et al., 2007), que 
induce la síntesis de proteínas (Gelinas & Nguyen, 2005). Además, Epac 
mantiene el tamaño RRP necesario para el desarrollo de estos procesos de 
plasticidad (Fernandes et al., 2015).  
Otras formas de plasticidad sináptica dependientes de AMPc se han 
caracterizado en base a la implicación de las proteínas RIM, que participan en 
procesos de potenciación de la liberación a corto y largo plazo (Kaeser & 




muestra deficiencias en la STP determinada por pares de pulsos y trenes de 
pulsos en rodajas de hipocampo (Schoch et al., 2002).  
RIM1α también participa en la LTP dependiente de AMPc/PKA en las 
fibras musgosas de hipocampo y cerebelo (Castillo et al., 2002; Huang et al., 
2005). El fenotipo del raton KO de RIM1 es similar al observado en el animal 
KO de Rab3 (Huang et al., 2005), por lo que se ha postulado que estas proteínas 
actúan conjuntamente. Sin embargo, la fosforilación de RIM en la Ser413, 
propuesta como necesaria para el desarrollo de la LTP (Lonart et al., 2003), ha 
sido cuestionada (Kaeser et al., 2008a; Yang & Calakos, 2010). Otros estudios 
confirman la implicación de RIM1α en procesos de plasticidad dependientes de 
AMPc en las fibras musgosas hipocampales (Pelkey et al., 2008). En este último 
caso, se ha señalado que la interacción entre RIM y el receptor mGlu7 limita la 
actuación de RIM, pero que la activación prolongada e internalización del 
receptor liberaría la proteina RIM, propiciando el desarrollo de la LTP 
dependiente de AMPc (Pelkey et al., 2008). 
En muchas de las formas de plasticidad dependientes de AMPc, en las 
que se ha establecido la participación de componentes de esta vía de 
señalización, se desconoce si los  ARs juegan algún papel. Este es el caso de la 
LTP de las sinapsis cerebelares entre las fibras paralelas y las células de 
Purkinje, donde una de sus formas de LTP es presináptica e implica un 
incremento en la liberación de neurotransmisor mediado por la activación de la 
adenilato ciclasa y las proteínas RIM (Salin et al., 1996; Castillo et al., 2002; 
Lonart et al., 2003). 
 
Fosfodiesterasas 
El AMPc es degradado por las fosfodiesterasas (PDEs) que lo 
transforman en 5´-AMP. La superfamilia de las PDEs está constituida por 11 





Tabla 1. Tipos de PDEs, afinidad, regulación y regiones de mayor expresión 
en el SNC. 
 
Los símbolos (+) y (-) indican activación e inhibición respectivamente (Lakics et al., 2010; 
Heckman et al., 2015). 
 
La fosfodiesterasa 2 (PDE2) es la más abundante en la corteza cerebral y 
la fosfodiesterasa 4B (PDE4B)  es abundante en la mayor parte de las regiones 
del SNC (Lakics et al., 2010). Ambas están formadas por una región N-terminal 
donde se encuentra el dominio regulador y una región C-terminal donde está el 
dominio catalítico encargado de hidrolizar el AMPc o el GMPc. PDE4B es 
Tipo Isoenzimas Regulación Sustrato 
Área donde se expresa 
mayoritariamente (SNC) 
PDE1 A, B, C (+) Ca2+-CaM AMPc/GMPc 
Hipocampo, corteza, bulbo olfatorio, 
estriado, tálamo, amígdala y cerebelo 
PDE2 A (+) GMPc AMPc/GMPc 
Hipocampo, corteza, estriado, 
hipotálamo, amígdala y mesencéfalo 
PDE3 A, B (-) GMPc AMPc/GMPc   
PDE4 A, B, C, D   AMPc 
Hipocampo, corteza, bulbo olfatorio, 
estriado, tálamo, hipotálamo, amígdala y 
cerebelo 
PDE5 A   GMPc Hipocampo, corteza, cerebelo 
PDE6 A, B, C   GMPc Glándula pineal 
PDE7 A, B   AMPc 
Hipocampo, corteza, bulbo olfatorio, 
estriado, tálamo, hipotálamo y 
mesencéfalo 
PDE8 A, B   AMPc 
Hipocampo, corteza, bulbo olfatorio, 
estriado, tálamo, hipotálamo y 
mesencéfalo 
PDE9 A   GMPc 
Hipocampo, corteza, bulbo olfatorio, 
estriado, tálamo, hipotálamo, amígdala, 
mesencéfalo y cerebelo 
PDE10 A (-) AMPc AMPc/GMPc 
Hipocampo, corteza, estriado, 
mesencéfalo y cerebelo 




selectiva para el AMPc, mientras que PDE2 actúa tanto sobre AMPc, como 
GMPc.  
PDE2 presenta tres variantes (A1, A2 y A3) que difieren en su 
localización subcelular, ya que A1 es soluble, mientras que A2 y A3 están 
asociadas a la membrana. PDE2 funciona como homodímero gracias a unos 
dominios GAF (de unión a GMPc, adenilato ciclasa y Fh1A) que, además, 
regulan su actividad catalítica en respuesta al GMPc. El GMPc actúa como 
activador de la enzima, de tal manera que, cuando se une a uno de los dominios 
GAF, induce un cambio conformacional incrementando la actividad enzimática 
para el AMPc hasta 6 veces. La enzima hidroliza tanto el AMPc como el GMPc, 
pero en condiciones basales presenta más afinidad por este último (Zhang, 
2015). 
PDE4B presenta 4 variantes distintas (B1, B2, B3 y B4). Al contrario que 
PDE2, las PDE4 carecen de los dominios GAF y son reguladas por fosforilación 
en unos dominios localizados en la región N-terminal denominados UCR1 y 2 
(del inglés Upstream Conserved Regions). En función de si presentan ambos 
dominios se clasifican en largas (B1, B3 y B4) y cortas (B2), que tienen solo 
UCR2 (Fertig & Baillie, 2018). En condiciones basales, UCR1 interacciona con 
UCR2 lo que conlleva a una inhibición de la actividad enzimática. Cuando PKA 
fosforila a UCR1 induce un cambio conformacional y la interacción con UCR2 
cesa lo que activa al enzima (Beard et al., 2000).  
 
2. El síndrome del X frágil 
El síndrome del X frágil, FXS (del inglés Fragile X Syndrome), es la causa 
más frecuente de retraso mental hereditario y de autismo de origen genético. En 
1943 Martin y Bell observaron que 11 hijos de una familia manifestaban indicios 
de retraso mental y 25 años después, al reexaminar a 7 de los 11 hijos, se 
observó un punto de constricción en el brazo largo del cromosoma X donde se 




El FXS se debe a una ausencia de la Fragile X Mental Retardation Protein 
(FMRP), la cual es codificada por el gen Fmr1. La carencia de esta proteína tiene 
su origen en la metilación del gen Fmr1 como resultado de la expansión de un 
triplete de CGG en la región no codificante del primer exón hasta un número 
superior a 200 repeticiones. Como consecuencia de ello, aparecen múltiples 
manifestaciones clínicas, en su mayoría ligadas al sistema nervioso, ya que 
FMRP se expresa mayoritariamente en cerebro y células espermáticas. Entre los 
rasgos más frecuentes están: anomalías craneofaciales características con cara 
alargada y mandíbula prominente, retraso mental, ansiedad, labilidad 
emocional, déficit de atención, problemas de sueño y macroorquidismo. 
A nivel del sistema nervioso, se ha observado que en ausencia de FMRP 
hay un aumento significativo del número de espinas dendríticas en las 
neuronas así como un incremento en la cantidad de espinas inmaduras, las 
cuales se caracterizan por ser más finas, largas y retorcidas (He & Portera-
Cailliau, 2013).  
Esta enfermedad es relativamente poco frecuente con una penetrancia 
del 80% en hombres y del 30-50% en mujeres afectando a 1 de 4000 hombres y a 
1 de 7000 mujeres (Mila M, 2017). 
Las manifestaciones clínicas de este síndrome son dispares entre 
hombres y mujeres, dado que estas últimas poseen un segundo cromosoma X 
que suple parcialmente la carencia de FMRP. En las mujeres, la apariencia física 
suele ser normal, así como el nivel de inteligencia. Sin embargo, son más 
propensas a manifestar cambios de humor, aislamiento social y depresión 
(Melancia & Trezza, 2018). 
 
2.1. Gen Fmr1. 
El gen Fmr1 está constituido por 17 exones que codifican un mRNA de 
4,4 kb que da lugar a 12 isoformas de FMRP de entre 70-80kD. Este gen incluye 




codificante. A su vez, el promotor contiene una isla CpG y tres motivos 
iniciadores (InR). Se cree que la región CGG actúa como reguladora de la 
transcripción del gen (Tabolacci et al., 2016) (Figura 10). 
El número de repeticiones de la secuencia CGG es variable (Figura 10). 
De 6 a 44 se considera normal, de 45 a 54 se considera como gray zone en la que 
los alelos pueden presentar una ligera inestabilidad (alelos intermedios) y dar 
lugar a una expansión del triplete que origine un estado de premutación. Esta 
situación es bastante frecuente, ya que aparece en un porcentaje de la población 
que oscila entre 0,8 y 3%. De 55 a 200 repeticiones se considera como un estado 
de premutación en el que aún se produce la transcripción y traducción del gen 
y la isla CpG no está metilada. Además, la secuencia de la proteína FMRP no 
está afectada, puesto que las secuencias CGG se localizan en una región no 
traducida del ARNm (Hall & Berry-Kravis, 2018). Estos individuos son 
asintomáticos, no obstante, pueden tener un déficit en la síntesis de FMRP así 
como un aumento de los niveles de ARNs mensajeros. Asimismo, existe el 
riesgo de que su descendencia herede un número de repeticiones demasiado 
elevado que conlleve al desarrollo de la enfermedad e, incluso, pueden llegar a 
manifestar ciertas patologías asociadas a este número de repeticiones. Las dos 
patologías más frecuentes son la insuficiencia ovárica prematura asociada al X 
frágil (FXPOI), relacionada con la aparición de la menopausia antes de los 40 
años y con una disminución de la fertilidad, y temblor/ataxia asociados al X 
frágil (FXTAS), enfermedad neurodegenerativa caracterizada por temblor 
cinético, ataxia cerebelar, parkinsonismo y neuropatía. Finalmente, cuando las 
repeticiones son superiores a 200 aparece la patología. El límite entre la región 
metilada y el promotor desaparece, produciéndose la metilación, tanto del 
promotor, como de la región CGG (Tabolacci et al., 2016; Mila M, 2017; Hall & 





Figura 10. Estructura del gen Fmr1. En base a la expansión del triplete CGG se dan las distintas 
variaciones: normal o WT, premutada con mayor índice de transcripción y menor de traducción 
de FMRP y relacionada con insuficiencia ovárica prematura asociada al X frágil (FXPOI) y  
temblor/ataxia asociados al X frágil (FXTAS) y mutación completa sin transcripción ni 
traducción. Basado en (Tabolacci et al., 2016). 
 
2.2. Proteína FMRP. 
La proteína FMRP se expresa mayoritariamente en cerebro y células 
espermáticas, aunque es ubicua en fases tempranas del desarrollo. En el 
citoplasma se asocia a los polirribosomas del retículo endoplásmico rugoso y a 
los ribosomas libres de las dendritas, sin embargo, es capaz de introducirse en 
el núcleo para unir el ARNm y transportarlo al citoplasma para su traducción. 
Además, FMRP mantiene la estructura de la cromatina, participa en la 
respuesta al daño del ADN y favorece la supervivencia celular por medio de la 
vía PI3K-Akt (Jeon et al., 2011; Alpatov et al., 2014). 
FMRP contiene varias regiones de interés. Presenta una región N-
terminal caracterizada por la presencia de dos dominios Tudor (TD) capaces de 
unir homopolímeros de RNA así como ARN pequeños no codificantes. La 
región central tiene dos dominios K homólogos (KH) por donde la proteína se 




exportación nuclear (NES). La región C-terminal posee una caja RGG (un 
motivo rico en arginina y glicina) que también interacciona con el ARNm 
(Fernandez et al., 2013)(Figura 11). 
 
Figura 11: Estructura de la proteína FMRP. En el esquema se indican los dominios de 
interacción con las estructuras secundarias de los ARNms (kissing complex, G4 y SoSLIP), así 
como la región del dominio N-terminal donde interacciona con ARNs de pequeño tamaño 
como BC1. Basado en (Fernandez et al., 2013). 
 
FMRP forma homodímeros e interacciona con múltiples proteínas 
nucleares y citoplasmáticas relacionadas con el metabolismo del ARNm, así 
como con la remodelación del citoesqueleto (Fernandez et al., 2013; Nolze et al., 
2013). Por tanto, FMRP regula el transporte, la estabilidad y la síntesis local de 
proteínas procedentes de cientos de ARNms en el cerebro. Además, une ARNs 
no codificantes y unos cuantos microARNs (Davis & Broadie, 2017).  
La interacción entre FMRP y el ARNm es posible gracias a las estructuras 
secundarias de este último (Santoro et al., 2012) (Figura 11). La más destacada es 
la G4 formada entre secuencias ricas en guanina que interaccionan entre sí 
mediante puentes de hidrógeno. FMRP es capaz de interaccionar con esta 
estructura gracias a la caja RGG presente en su dominio C-terminal (Darnell et 
al., 2001). Otra estructura del ARNm que también favorece la interacción con 




qué parte de la estructura de FMRP interacciona con dichos dominios. Los 
dominios KH2 de FMRP permiten su interacción con los Kissing complex del 
ARN (Darnell et al., 2005), sin embargo, este tipo de estructura solo se da in vivo 
cuando interaccionan dos ARNs, lo cual explicaría por qué FMRP interacciona 
con algunos ARNms gracias a moléculas de ARN adaptadoras como BC1 (Zalfa 
et al., 2003; Zalfa et al., 2005) o a microARNs. Finalmente, se ha observado que 
FMRP interacciona con el ARNm de la superóxido dismutasa gracias a unas 
estructuras denominadas SoSLIP (del inglés Sod 1 Stem Loops interacting with 
FMRP) que también interaccionan con la caja RGG del dominio C-terminal 
(Bechara et al., 2009). 
FMRP transporta el ARNm del soma a las sinapsis en asociación 
dinámica con los transportadores de microtúbulos (Dictenberg et al., 2008; 
Wang et al., 2008) por lo que la falta de FMRP altera la síntesis de las 
correspondientes proteínas sinápticas (Bhakar et al., 2012; Sidorov et al., 2013). 
Además, FMRP regula la estabilidad de los ARNms, por lo que la ausencia de 
dicha proteina conlleva alteraciones en la cantidad de estos mensajeros.  
FMRP regula la traducción de los ARNs mensajeros y, generalmente, 
funciona como un represor de este proceso. Esta función depende del nivel de 
fosforilación de FMRP por la vía de mTOR (del inglés Mammalian Target of 
Rapamycin) en el resíduo de serina 500 para seres humanos y 499 para roedores 
(Santoro et al., 2012). Cuando FMRP está fosforilada, realiza una función 
represora de la síntesis de proteínas que cesa con la defosforilación (Fernandez 
et al., 2013). En condiciones basales, FMRP se encuentra tanto en forma 
fosforilada como defosforilada aunque es la forma forsforilada la más 
abundante. A pesar de que la fosforilación no altera la capacidad de FMRP para 
interaccionar con el ARNm, sí afecta a su interacción con los polirribosomas y 
su capacidad para inhibir la traducción del ARNm (Santoro et al., 2012). 
Además, la represión de la traducción del ARNm s consecuencia de la unión de 
FMRP no solo a los ribosomas, sino, también, a microARNs y a componentes 




Por otro lado, FMRP también puede actuar como un activador de la 
traducción de proteínas (Maurin & Bardoni, 2018) como la superóxido 
dismutasa 1 (Bechara et al., 2009) o AKAP (del inglés large A-Kinase Anchor 
Protein) (Sears et al., 2019), entre otras (Greenblatt & Spradling, 2018). 
FMRP se localiza en gránulos de RNA  en las dendritas y espinas  (Antar 
et al., 2004), en los axones en desarrollo (Antar et al., 2006; Parvin et al., 2018) y 
en los axones maduros (Akins et al., 2009; Zhang et al., 2015b). Esto, sumado a 
su participación en la síntesis de proteínas, indica que FMRP tiene todas las 
características necesarias para ejercer un papel importante  como regulador de 
la síntesis proteica local en los terminales pre y postsinápticos tanto en el 
desarrollo, como en la vida adulta (Liu et al., 2018; Patzlaff et al., 2018).  
Actualmente se sabe que la proteína FMRP regula la traducción de 
múltiples proteínas a nivel postsináptico como PSD-95, neuroliguinas, α-
CamKII o MAP1B (Hou et al., 2006; Kao et al., 2010; Ifrim et al., 2015; 
Chmielewska et al., 2019). Sin embargo, se tiene un menor conocimiento sobre 
sus acciones a nivel presináptico, a pesar de que FMRP interacciona con los 
ARNms de, al menos, un tercio de las proteínas de la presinapsis como es el 
caso de Bassoon, adenilato ciclasa 1, Munc18 y protein kinasa Cβ entre otros 












Tabla 2. Algunas proteínas reguladas por FMRP. 
Gen Proteína Gen Proteína 
Maquinaria exocitótica Canales iónicos 
BSN Bassoon SCN2A 
Canal de Na+ voltaje-dependiente tipo 
II (subunidad α) 
PCLO Piccolo SCN8A 
Canal de Na+ voltaje-dependiente tipo 
VIII (subunidad α) 
UNC13A Unc-13 homólogo A KCNB1 
Canal de K+ voltaje-dependiente 
subfamilia Shab miembro 1 
UNC13C Unc-13 homólogo C KCNH1 
Canal de K+ voltaje-dependiente 
subfamilia H miembro 1 
STXBP1 
Proteína de unión a sintaxina 
1 
KCNH3 
Canal de K+ voltaje-dependiente 
subfamilia H miembro 3 
STXBP1 
Proteína de unión a sintaxina 
5 
KCNH7 
Canal de K+ voltaje-dependiente 
subfamilia H miembro 7 
SYN1 Sinapsina 1 KCNC3 
Canal de K+ voltaje-dependiente 
subfamilia Shaw miembro 3 
RIMBP2 Proteína de unión a RIM 2 KCNT1 Canal de K+ subfamilia T miembro 1 
SYT1 Sinaptotagmina I KCNQ2 
Canal de K+ voltaje-dependiente 
subfamilia KQT miembro 2 
SYT7 Sinaptotagmina VII KCNQ3 
Canal de K+ voltaje-dependiente 
subfamilia KQT miembro 3 
UNC18 Munc18 KCND2 
Canal de K+ voltaje-dependiente 
subfamilia Shal miembro 2 
Receptores KCN2A 
Canal de K+ voltaje-dependiente 
subfamilia Shaker miembro 2 
GABBR1 Receptor GABA B1 KCNMA1 Canal BK 
GABBR2 Receptor GABA B2 CACNA1A VDCC tipo P/Q (subunidad α1A) 
GRIN1 Receptor NMDA 1 CACNA1B VDCC tipo N (subunidad α1B) 
GRIN2A Receptor NMDA 2A CACNA1E VDCC tipo R (subunidad α1E) 
GRIN2B Receptor NMDA 2B CACNA1G VDCC tipo T (subunidad α1G) 
GRIK3 Receptor kainato 3 CACNA1I VDCC tipo T (subunidad α1I) 
GRIK5 Receptor kainato 5 CACNB1 VDCC subunidad β1 
GRM4 Receptor mGlu4 CACNB3 VDCC subunidad β3 
GRM5 Receptor mGlu5 Vía del AMPc 
ADRBK1 
Proteína quinasa 1 del 
receptor β adrenérgico 
ADCY1 Adenilato ciclasa 1 
Vía del DAG ADCY5 Adenilato ciclasa 5 
DGKZ DAG kinasa κ PDE2A Fosfodiesterasa 2A 
DAGLA DAG lipasa α PDE4B Fosfodiesterasa 4B 
PRKCE Proteína quinasa Cε PDE8B Fosfodiesterasa 8B 
PRKCB Proteína quinasa Cβ PRKACB Proteína kinasa A subunidad catalítica 
PRKCG Proteína quinasa Cγ Otras proteínas 
PLCH2 Fosfolipasa Cη2 CALM3 Calmodulina 3 
PCLB1 Fosfolipasa Cβ1 GLUL Glutamina sintetasa 




2.3. Alteraciones de la función sináptica y de la modulación por GPCRs 
La proteína FMRP es un inhibidor de la síntesis de proteínas presentes en 
las espinas dendríticas de las neuronas, por lo que su ausencia da lugar a una 
alteración en la morfología de las espinas dendríticas siendo estas más 
abundantes, finas e inmaduras (Grossman et al., 2006; He & Portera-Cailliau, 
2013). 
El déficit de FMRP presente en el FXS no solo va a tener consecuencias en 
la morfología de las espinas dendríticas, sino también en la funcionalidad 
sináptica. Así, en el hipocampo se ha observado que la LTD dependiente de los 
receptores mGlu del grupo I (mGlu-LTD) está exacerbada en los ratones 
carentes de FMRP (Huber et al., 2002; Nosyreva & Huber, 2006; Pilpel et al., 
2009) porque la ausencia de esta proteína aumenta la traducción de ciertos 
ARNms y esto incrementa la internalización de receptores AMPA (Snyder et al., 
2001; Waung et al., 2008). No obstante, este incremento en la LTD no se traduce 
en una depresión sináptica generalizada ya que la LTD dependiente de 
receptores NMDA no se encuentra alterada (Dolen & Bear, 2008). Además, este 
incremento en la LTD es un proceso dependiente de la edad y de la actividad de 
los receptores NMDA, de tal manera que, en animales Fmr1 KO, la LTD está 
exacerbada a la edad de p30 para disminuir lentamente hasta llegar a p60, edad 
en la que disminuye drásticamente hasta casi desaparecer. Por otro lado, 
cuando se bloquean los receptores NMDA, la LTD se restaura a valores 
normales (Toft et al., 2016).  Este fenómeno existente en el FXS y asociado 
fundamentalmente a receptores mGlu5 ha dado lugar a la “teoría 
glutamatérgica del síndrome del X frágil” (Bear et al., 2004). Asimismo, en 
cerebros de pacientes con FXS se ha observado una mayor expresión del 
receptor mGlu5 en la corteza prefrontal (Lohith et al., 2013). Por todo ello, se 
han probado distintos fármacos orientados a antagonizar el efecto de estos 
receptores (Krueger & Bear, 2011), aunque ninguno ha demostrado ser eficaz a 
pesar de sus buenos resultados en ratones Fmr1 KO (Michalon et al., 2012; 




La ausencia de FMRP también se asocia a cambios en la LTP, que se 
encuentra reducida en corteza (Wilson & Cox, 2007; Koga et al., 2015b). 
Asimismo, la plasticidad a corto plazo STP (del inglés Short Term Plasticity) 
también está afectada. Esta forma de plasticidad es importante en el 
procesamiento de información, en la memoria de trabajo y en la toma de 
decisiones. Los ratones Fmr1 KO muestran un incremento en la STP y una 
reducción en la STD, fenómenos debidos, probablemente, a un incremento en la 
entrada de Ca2+, así como a un reciclamiento vesicular más rápido y un 
aumento en el RRP  (Deng et al., 2011b). 
FMRP se expresa en sitios presinápticos donde regula el establecimiento 
y el mantenimiento de las conexiones sinápticas (Gibson et al., 2008). Así, la 
pérdida de FMRP afecta a la motilidad y dinámica del cono de crecimiento 
axonal de neuronas de hipocampo y a las ramificaciones de los terminales de 
las fibras musgosas del hipocampo (Ivanco & Greenough, 2002; Antar et al., 
2006; Gibson et al., 2008). Además, FMRP regula la expresión de proteínas 
presinápticas (Darnell et al., 2001; Darnell et al., 2011) implicadas en la liberación 
de neurotransmisores (Munc13, sinaptotagmina, SNAP-25, VDCCs de tipo N y 
P/Q, sinaptobrevina), en el reciclamiento vesicular (dinamina, bassoon, piccolo, 
sinapsina I), GPCRs (Proteína kinasa 1 del receptor β adrenérgico, mGlu4, 
mGlu5), moléculas de señalización sináptica (PKC, PKA, adenilato ciclasa, PLC, 
DAG lipasa), etc. Por lo que, presumiblemente, la ausencia de esta proteína 
tendrá repercusiones muy variadas a nivel presináptico. 
FMRP interacciona directamente con canales iónicos y esto afecta a 
duración del potencial de acción (AP) y a la liberación de NT. Esta acción es 
independiente de la traducción, pero está relacionada con la interacción de 
FMRP con la subunidad β4 de los canales de K+ dependientes de Ca2+ (BK) de 
las neuronas piramidales CA3. Así, la ausencia de FMRP lleva a la pérdida de la 
función de repolarización de estos canales iónicos y, consecuentemente, a una 
mayor duración del potencial de acción durante la estimulación repetida y a 




2016). Por otro lado, FMRP regula la expresión de los VDCCs de tipo N y P/Q 
(Ferron et al., 2014; Castagnola et al., 2018), por lo que su ausencia podría alterar 
la entrada de calcio al interior del terminal sináptico. 
En los ratones Fmr1 KO se han observado alteraciones que podrían 
afectar la señalización y función de los receptores presinápticos que potencian 
la liberación de NT. En neuronas corticales, FMRP se asocia de manera 
prominente con el mRNA de la diacilglicerol quinasa kappa (DGKκ) una de las  
10 isoformas del enzima dentro del SNC (Tu-Sekine & Raben, 2011). En 
ausencia de FMRP no se expresa la DGKκ y esto genera anormalidades en las 
espinas dendríticas y alteraciones en la plasticidad sináptica que podrían estar 
relacionados con los mayores niveles de DAG encontrados en los pacientes de 
FXS (Tabet et al., 2016a; Tabet et al., 2016b). Si estos cambios en los niveles de 
DAG ocurren a nivel presináptico, podrían explicar la mayor colocación de VSs 
en contacto con la membrana que se ha encontrado en el hipocampo de los 
ratones Fmr1 KO (Deng et al., 2011b) y la mayor liberación de neurotransmisor 
(Deng et al., 2013). Además, se podría anticipar que la potenciación de la 
liberación por los receptores mGlu7 y βARs, que está asociada a un incremento 
de las VSs próximas a la membrana (Ferrero et al., 2013a; Martin et al., 2018), 
podría estar ocluida en los ratones Fmr1 KO. Los receptores mGlu8 (Serajee et 
al., 2003; Li et al., 2008) y mGlu7 (Yang & Pan, 2013; Liu et al., 2015; Noroozi et 
al., 2016) se han relacionado con el autismo y otras anomalías del desarrollo y la 
activación de los mGlu4 mejora las alteraciones comportamentales asociadas 
con el autismo (Becker et al., 2014). Asimismo, el empleo del antagonista de 
mGlu7, XAP044, reduce el estrés, la ansiedad y la depresión, que son síntomas 
característicos del  FXS humano (Gee et al., 2014). 
En el FXS se ha descrito una alteración en la vía del AMPc (Kelley et al., 
2007; Kelley et al., 2008). En plaquetas y linfoblastos de pacientes con este 
síndrome, la síntesis de AMPc está disminuida (Berry-Kravis & Sklena, 1993; 
Berry-Kravis et al., 1995) y esta situación puede rescatarse en líneas celulares 




los antagonistas de receptores mGlu incrementan los niveles de AMPc y 
rescatan un comportamiento normal tanto en Drosophila, como en el ratón 
caraente de FMRP (McBride et al., 2005; Kanellopoulos et al., 2012). Esta 
alteración en la señalización por AMPc podría constituir la base de la pérdida 
de la LTP en corteza anterior de los ratones Fmr1 KO por alteración en la 
respuesta de PKA (Koga et al., 2015b). Un exceso de actividad de las 
fosfodieterasas también podría explicar el déficit de señalización del AMPc. Así, 
en hipocampo y corteza la ausencia de FMRP incrementa la expresión de PDE2 
(Darnell et al., 2011; Maurin et al., 2018a) y disminuye los niveles de AMPc y 
GMPc acción que es revertida por la inhibición de PDE2 rescatando además las 
alteraciones en el comportamiento social (Maurin et al., 2018b). En esta misma 
línea, la inhibición de la PDE4 rescata el exceso de LTD dependiente de 
receptores mGlu de los ratones Fmr1 KO (Choi et al., 2015).  
En relación con el sistema endocannabinoide, la LTD dependiente de 
endocannabinoides (eCB-LTD) de las sinapsis inhibidoras de la región CA1 del 
hipocampo está aumentada en el ratón Fmr1 KO por una mayor síntesis de 
cannabinoides (Maccarrone et al., 2010; Zhang & Alger, 2010), y contrasta con 
las sinapsis excitadoras de la corteza prefrontal dónde se observa un déficit en 
la síntesis (Jung et al., 2012). Esto ha llevado a proponer tanto el bloqueo de los 
receptores CB1 y CB2 (Busquets-Garcia et al., 2013; Gomis-Gonzalez et al., 2016), 
como la estimulación de la síntesis del 2-AG (Jung et al., 2012; Qin et al., 2015a; 
Qin et al., 2015b) como posibles estrategias terapéuticas. 
 
2.4. Estrategias terapéuticas. 
Actualmente no existe un tratamiento eficaz para este síndrome, por lo 
que se recurre a medicamentos capaces de paliar los síntomas asociados, como 
ansiolíticos, anticonvulsivantes, psicoestimulantes y antidepresivos. 
Por todo ello, se siguen buscando dianas terapéuticas que mejoren esta 




inhibir el receptor mGlu5 basándose en la denominada “teoría 
glutamatérgica”(Bear et al., 2004). 
Actualmente se sabe que la proteína FMRP desempeña un papel muy 
importante en la regulación de la traducción de proteínas originada por la 
activación de los receptores de glutamato del grupo I, especialmente de mGlu5. 
El uso de antagonistas o la disminución de la expresión de dicho receptor dan 
lugar a una recuperación parcial del fenotipo tanto a nivel sináptico como 
comportamental (Martin & Huntsman, 2012). Siguiendo esta idea, el compuesto 
Mavoglurant (AFQ056) de Novartis fue probado y mostró ser eficaz en 
pacientes que presentaban una metilación completa del gen. Sin embargo, en 
estudios posteriores no se obtuvieron los mismos resultados (Bailey et al., 2016; 
Berry-Kravis et al., 2016).  
Otras estrategias terapéuticas han buscado la desmetilación del gen o la 
inhibición de las acetilasas de histonas, sin resultados satisfactorios. Un ejemplo 
de esto fue el compuesto 5-aza-desoxicitidina (5-azadC), un inhibidor de la 
metiltranferasa capaz de restaurar la transcripción y la traducción del gen Fmr1, 
el cual presenta limitaciones en su uso, dado que puede afectar a la metilación 
de otros genes e inducir apoptosis. Además, solo es efectivo en células que se 
encuentren en estado de división (Tabolacci et al., 2016). 
 
2.5. Ratón modelo del síndrome del X frágil 
Hoy en día se dispone de distintos modelos animales para el estudio del 
FXS entre los que cabe destacar el ratón KO para el gen Fmr1. Este gen está 
altamente conservado entre distintas especies y el homólogo murino conserva 
el 97% de homología en aminoácidos con el humano (1994). En este ratón el gen 
Fmr1 se encuentra silenciado gracias a la incorporación de un vector, pMG5, 





Estos ratones tienen una fertilidad normal, así como un tamaño de 
camadas y una esperanza de vida iguales a la de los ratones WT (1994). Sin 
embargo, presentan características fenotípicas que difieren de las de animales 
que expresan FMRP y que, en muchos casos, se asemejan a las observadas en 
pacientes de FXS. Entre ellas cabe destacar la hiperactividad, alteraciones en la 
interacción social, problemas de aprendizaje y memoria, etc. (1994; Bernardet & 
Crusio, 2006; Oddi et al., 2013; Santos et al., 2014). No obstante, es importante 
indicar que, en muchos casos, los resultados de las pruebas comportamentales 
realizadas a los ratones ofrecen resultados contradictorios. 
-Ansiedad e hiperactividad: para evaluar estos parámetros en ratones 
Fmr1 KO se han realizado distintos experimentos como el ensayo de “luz-
oscuridad” en el que se evalúa el interés del animal por explorar un área nueva 
que está iluminada. En principio, un ratón que no presente ansiedad tenderá a 
evitar la zona iluminada, sin embargo, cuando el animal está ansioso realiza un 
mayor número de tránsitos entre las zonas oscura e iluminada. En esta prueba, 
hay estudios que indican que los ratones mutantes no muestran más ansiedad 
que los WT (Peier et al., 2000; Veeraragavan et al., 2012), aunque otros trabajos sí 
reflejaron un mayor número de transiciones en ratones Fmr1 KO (Ding et al., 
2014). En el test de “campo abierto”, en el que se evalúa el tiempo que invierte 
el animal en explorar las áreas en las que se ha subdividido el campo, hay 
numerosos estudios que indican que los ratones carentes de FMRP manifiestan 
hiperactividad en comparación con animales WT tanto en individuos adultos 
(Restivo et al., 2005; Ding et al., 2014; Uutela et al., 2014) como juveniles (Wrenn 
et al., 2015). Los test de respuesta a estímulos acústicos como el de “inhibición 
prepulso”, consistente en la reducción del reflejo del sobresalto por un estímulo 
acústico mediante estimulaciones previas con estímulos sonoros de menor 
intensidad, o el de “reflejo del sobresalto acústico”, que mide la respuesta del 
animal ante un estímulo sonoro, han sido ampliamente empleados para evaluar 
la ansiedad e hiperactividad en ratones. Así hay trabajos que concluyen que los 
ratones Fmr1 KO muestran una respuesta exacerbada que indica una clara 




-Aprendizaje y memoria: tanto el test del laberinto acuático de Morris, 
en el que se evalúa la capacidad del ratón para recordar dónde se encuentra la 
plataforma dentro de una piscina de agua, como el de Barnes, con el que se 
mide la capacidad del animal para recordar dónde se encuentra el área de 
interés sirviéndose de diferentes estímulos visuales externos, muestran que los 
ratones Fmr1 KO no tienen afectada la memoria espacial (Paradee et al., 1999; 
Yan et al., 2004). Sin embargo, hay otros trabajos que afirman que los ratones 
mutantes poseen una menor capacidad para retener información relativa a su 
entorno (1994; Kooy et al., 1996). El test de “evitación pasiva”, en el que los 
animales aprenden a evitar una zona oscura en la que se les da un estímulo 
desagradable, ha sido empleado en varios estudios que indican que los ratones 
carentes de FMRP muestran un peor aprendizaje, así como una mayor 
tendencia a olvidar lo aprendido (Dolen et al., 2007; Michalon et al., 2012; Sare et 
al., 2016; Sare et al., 2017) 
-Interacción social y comunicación: las pruebas de interacción social 
evalúan la interacción del animal con objetos u otros individuos, así como la 
preferencia que pueda tener por un objeto o un individuo ya conocido frente a 
uno novedoso. Para llevarlas a cabo se recurre a cámaras divididas en tres 
compartimentos comunicados, dejando al animal objeto de estudio en el 
compartimento central y al individuo/objeto con el que debe interaccionar en 
uno de los compartimentos laterales dentro de un cilindro metálico para 
evaluar tanto el número de aproximaciones que realiza en animal que efectúa la 
prueba, como las formas de interacción (olisqueo, acicalado, etc.). Después se 
pone un individuo/objeto novedoso en el otro compartimento lateral y se 
evalúa el tiempo que invierte el animal en cada compartimento lateral para así 
saber si tiene preferencia por lo conocido o lo novedoso. Las pruebas realizadas 
en animales Fmr1 KO muestran que, si bien el animal es capaz de interaccionar 
normalmente con otro ratón, no muestra ninguna preferencia cuando está en 
presencia de un ratón nuevo y otro ya conocido o cuando está en presencia de 
un objeto nuevo y otro conocido, lo que contrasta con el comportamiento de los 




2004; Mines et al., 2010; Bhattacharya et al., 2012; Busquets-Garcia et al., 2013). 
Esto podría deberse, bien a una falta de interés, o a una incapacidad del ratón 
para distinguir entre algo familiar o novedoso (Santos et al., 2014). Asimismo, se 
han descrito alteraciones en la comunicación evaluadas mediante la medida de 
las vocalizaciones ultrasónicas (Rotschafer et al., 2012; Roy et al., 2012; Lai et al., 
2014).  
-Coordinación motora: aunque, en general, no se han descrito 
alteraciones en la función motora de los ratones Fmr1 KO, hay estudios que 
muestran cambios en el equilibrio y la coordinación de los ratones mutantes 
evaluados mediante el “rotarod” y las “plataformas elevadas” (Roy et al., 2011; 
Bhattacharya et al., 2012). Asimismo, se ha descrito en ratones carentes de FMRP 
una alteración en el aprendizaje de habilidades motoras, evaluado mediante el 
test “forelimb-reaching task” (Padmashri et al., 2013). En esta prueba se coloca 
al animal en una caja de plexiglás con una rendija por la que tendrá que 
introducir su pata delantera para alcanzar la comida y se cuantifica el número 
de intentos así como la cantidad de comida conseguida para evaluar tanto la 



















Dado que la proteina FMRP regula los ARNm de al menos un tercio de 
las proteínas presinápticas, cabría esperar la existencia de alteraciones a nivel 
presináptico y por ello en este trabajo se ha planteado: 
1. Conocer si la ausencia de la proteína FMRP altera la modulación de la 
liberación de glutamato mediada por los receptores CB1, β adrenérgicos y 
mGlu7 y si estos cambios afectan a la expresión y/o señalización de dichos 
receptores.  
2. Determinar si la redistribución de las vesículas sinápticas inducida por 
los receptores presinápticos se altera en las sinapsis de los ratones Fmr1 KO. 
3. Determinar si la ausencia de la proteína FMRP afecta a formas de 
plasticidad presinápticas que requieran un aumento de la liberación de 
glutamato, como la LTP de las sinapsis entre las fibras paralelas y las células de 
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III. MATERIAL Y MÉTODOS 
 
1. Materiales: 
1.1. Material biológico. 
Las preparaciones de sinaptosomas se elaboraron a partir de las cortezas 
cerebrales o de los cerebelos de ratones (Mus musculus) adultos de entre 2 y 6 
meses de edad de ambos sexos. Se emplearon ratones de genotipo salvaje o 
wild type (WT) de la cepa C57BL/6J así como ratones carentes de la proteína 
FMRP (Fmr1 KO) con el fondo genético C57BL/6J (The Jackson Laboratory).  
Los animales fueron criados en el animalario de la Facultad de Medicina, 
así como en el Centro de Vigilancia Sanitaria Veterinaria (VISAVET) de la 
Universidad Complutense de Madrid a partir de parejas reproductoras 
compradas a The Jackson Laboratory (Bar Harbor, Maine, Estados Unidos). La cría 
se hizo a partir de parejas formadas por individuos homocigotos o 
heterocigotos para la mutación Fmr1, por lo que se realizaron genotipados a 
partir de muestras de tejido de la oreja. 
El manejo de los animales necesarios para la elaboración del presente 
trabajo fue realizado siguiendo las recomendaciones éticas para 
experimentación con animales y las regulaciones establecidas por la directiva 
del Consejo Europeo (86/609/EEC), aprobadas por el Comité de 
Experimentación Animal de la Universidad Complutense de Madrid y la 
Comunidad de Madrid. 
 
1.2. Reactivos, medios y fármacos. 
Los reactivos, medios y fármacos utilizados quedan recogidos en las 
siguientes tablas: 
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Tabla 3. Reactivos y materiales 
Reactivo/Material Casa comercial Referencia 
Determinación de segundos mensajeros 
Kit cAMP dynamic 2 kit - 1,000 tests Cisbio 62AM4PEB 
Determinación de Calcio citosólico 
Fura 2-AM Life Technologies F1221 
SDS Bio-Rad 161-0302 
Tris Bio-Rad 161-0719 
Genotipado 
Wizard SV Genomic Purification System Promega AC2361 
dNTPs (PCR Nucleotide Mix 10mM) Promega C1141 
Go Taq G2 FlexiPol, 5U/μL, 500U Promega M780B 
oIMR2060 5´-CACGAGACTAGTGAGACGTG-3´ Sigma - 
oIMR6734 5´-TGTGATAGAATATGCAGCATGTGA-3´ Sigma - 
oIMR6735  5´-CTTCTG GCACCTCCAGCTT-3´ Sigma - 
Patrones de 100kb Real Escala 2 Real Laboratory RBMM2 
SYBR Safe 1000X Invitrogen S33102 
Agarosa Sigma A9539 
Proteinasa K Promega V3021 
Inmunofluorescencia 
ProLong Gold Antifade reagent con DAPI Life Technologies P36935 
Paraformaldehído Sigma 158012-7 
Suero de cabra (NGS) Jackson InmunoR 055-000-001 
Suero de burro (NDS) Jackson InmunoR 017-000-121 
Portaobjetos rectangulares 76x26x1mm LineaLab - 
Cubreobjetos de 15mm Thermo-Scientific - 
Alexa Fluor de burro 594 anti-Conejo Invitrogen A-21207 
Alexa Fluor de burro 488 anti-Ratón Invitrogen A-21202 
Alexa Fluor de cabra 594 anti-Cobaya Invitrogen A-11076 
Alexa Fluor de burro 488 anti-Cabra Invitrogen A-11055 
β1-adrenoreceptor Conejo (V-19) Santa Cruz sc-568 
β1-adrenoreceptor Cabra Sigma SAB2500034 
VGluT1 ratón Synaptic Systems 135011 
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Tabla 3. Reactivos y materiales 
Reactivo/Material Casa comercial Referencia 
Inmunofluorescencia 
VGluT2 ratón Synaptic Systems 135421 
Munc13-1 ratón Synaptic Systems 126111 
Munc13-2 conejo Synaptic Systems 126203 
Cannabinoid receptor type 1 Cobaya Frontier Institute 
CB1-GP-
Af530 
mGlu7a Conejo Upstate Millipore 07-239 
Sinaptofisina Ratón Synaptic Systems 101011 
Poli-L-lisina (MW 70k-150k) Sigma P4707 
Liberación de glutamato 
Ionomicina Calbiochem 407942 
Adenosina desaminasa (ADA) Roche (Sigma) 10102105001 
BSA (albúmina sérica bobina) libre de ácidos grasos Sigma A6003 
Glutamato (ácido L-glutámico) Sigma G1626 
EGTA Sigma E4378 
Glutamato deshidrogenasa (GDH) Sigma G2626 
NADP Calbiochem 481972 
Cloruro de calcio Merck 1.02382.0500 
Cloruro de potasio Merck 1.04936.1000 
Microscopía electrónica 





K3Fe(CN)6 Merk 1049840100 
Kit SPURR embedding (Low Viscosity Medium) TAAB S024/D 
Preparación de sinaptosomas 
Percoll GE Healthcare 17-0891-02 
EDTA Merck 1.08418.0250 
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Tabla 4. Fármacos 
Fármaco Casa comercial Referencia Efecto 
8-pCPT Biolog C041 Activador específico de Epac 
Forskolina Calbiochem 344270 Activador de adenilato ciclasa 
HU210 Tocris 0966/5 Agonista de receptor CB1 
IBMX Calbiochem 410957 Inhibidor de fosfodiesterasa de AMPc 
Isoproterenol Sigma I6504 Agonista de receptores β adrenérgicos 
L-AP4 Abcam ab 120002 Agonista de receptor mGluR7 
TTx Abcam 120054 Bloqueante de canales de sodio 
BAY 60-7550 Cayman Chemical 439083-90-6 Inhibidor específico de fosfodiesterasa 2 
Picrotoxina Abcam ab120315 Bloqueante de receptores GABA A 
LY-341495 Abcam ab 120199 Antagonista de mGluRs de grupo II 
Propranolol Sigma P8688 Antagonista de receptores β adrenérgicos 
Rolipram Abcam ab120029 Inhibidor de fosfodiesterasa 4 













Material y métodos 
85 
 




Tampón fosfato 50 mM, BSA 0,2 % (p/v), NaN3 0,02 % (p/v) ; pH 7,0.. 
HBM 
NaCl 140 mM, KCl 5 mM, NaHCO3 5 mM, NaH2PO4 1,2 mM, MgCl2 1 
mM, D(+)-glucosa 10 mM, HEPES 10 mM; pH 7,4. 
HBM - BSA HBM con BSA libre de ácidos grasos 16 μM. 
Lisis kit cAMP HEPES 50 mM; KF 1 M, Triton X-100 1.25 % (v/v); pH 7.0. 
Percolles 3, 10 y 23% en sacarosa 0,32 M, EDTA 1 mM y DTT 0,25 mM, pH 7.4. 
Reactivo Biuret 
CuSO4 1,6 % (p/v), KNaC4H4O6 (tartrato de sodio y potasio) 6,0 % (p/v), 
NaOH 3,0 % (p/v). 
Sacarosa Sacarosa 0,32 M pH 7.4 
TAE 1X Tris 40 mM, 20 mM acetato, 1 mM EDTA, pH 8,3. 
TBS Tris-HCl 50 mM, NaCl 0,9 % (p/v), pH 7,4. 
TBS con triton TBS con triton X-100 al 0,2% v/v 
Ringer 
NaCl 119 mM, KCl 2,5 mM, MgSO4 1,3 mM, CaCl2 2,5 mM, NaHCO3 26 
mM, NaH2PO4 1 mM, glucosa 10 mM 
Solución interna 
Gluconato de cesio 122,5 mM, HEPES 10 mM, BAPTA 10 mM, Mg-ATP 2 
mM, NaCl 8 mM, QX-314-Br 5 mM pH 7,3 ajustado con CsOH 
Resina SPURR ERLD 4221D 10g, DER 736 6g, NSA 26g, DMAE (S1) 0.4ml. 












Los equipos empleados quedan recogidos en la siguiente tabla: 
Tabla 6. Equipos 
Equipo Casa comercial 
Determinación de segundos mensajeros 
Lector de placas FLUOStar Omega BMG LabTech 
Electrofisiología 
Controlador de temperatura TC-324C Warner Instruments 
Estimulador S38 GRASS 
Unidad de aislamiento ISU 165 Cibertec 
Amplificador PC-ONE 
Cámara digital sight DS U3 Nikon 
Digidata 1322A Axon instruments 
Microscopio directo eclipse fn1. Objetivos 10x y 40x Nikon 
Puller P-97 Sutter Instrument 
Vibratomo Leica VT 1200S Leica Biosystems 
Genotipado 
Sistema electroforesis geles agarosa Hoefer miniVe Pharmacia Biotech 
Termociclador Mastercycler personal Eppendorf 
Fuente alimentación EPS 601 Amersham Pharmacia 
Chips intradérmicos ID-100/162, Lector pocket LD560, Inyector 
IM-200 
Trovan 
Fluor S Multimager BioRad 
Inmunofluorescencia 




Lámpara de mercurio de alta presión HB-10101AF Nikon 
Objetivo de inmersión Nikon 100X Nikon 
Liberación de glutamato 
Fluorímetros LS-50B y LS-55 Perkin-Elmer 
Baño termostatizado Digiterm 100 JP Selecta 
Cubetas ST-9012 Starna 
Microscopía electronica 
Microscopio electrónico de transmisión JEM 1010 JEOL 
Ultramicrotomo ultracut E Leica 
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Tabla 6. Equipos 
Equipo Casa comercial 
Preparación de sinaptosomas 
Centrifuga preparativa RC-5B y RC-5C Sorvall 
Rotor SS-34 Sorvall 
Rotor SM-24 Sorvall 
Bomba peristáltica PumpDrive 5201 Heidolph 
Homogeneizador Potter S B. Braun 
Otros 
Microfuga Biofuge pico (r=8.5cm) Heraeus 
Espectrofotómetro Pharmacia Ultrospec III Pegasus Scientific Inc. 
Agitador magnético Agimatic-E JP Selecta 
Autoclave Autester ST Dry PV II JP Selecta 
pHmetro Basic20 con electrodo 5201 Crison 




2.1. Preparación de sinaptosomas. 
Los sinaptosomas están constituidos por los botones sinápticos de los 
axones que se esciden y resellan espontáneamente durante el proceso de 
homogeneización del tejido cerebral y que pueden ser purificados mediante un 
gradiente de densidad (Dunkley et al., 1986). Al microscopio electrónico, los 
sinaptosomas aparecen como sáculos citoplásmicos esféricos de tamaño 
variable (0,5-1,5 μM) que contienen una o varias mitocondrias así como 
múltiples vesículas sinápticas. Los sinaptosomas constituyen un buen modelo 
para estudiar los fenómenos que tienen lugar a nivel presináptico, minimizando 
posibles interferencias postsinápticas. Esto, sumado a la conservación de la 
maquinaria proteica y de los mecanismos de transducción de señales, los 
convierten en un modelo adecuado para estudio de las vías de señalización 
mediadas por receptores presinápticos. Asimismo, los sinaptosomas poseen 
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una autonomía funcional como resultado de la presencia de mitocondrias en su 
interior capaces de realizar la glucólisis aeróbica durante varias horas 
(Kauppinen & Nicholls, 1986). Esta autonomía también engloba a su capacidad 
para realizar la captación, síntesis, almacenamiento y liberación de 
neurotransmisores (McMahon et al., 1989; Nicholls, 1989b; a). 
Los sinaptosomas se prepararon según la técnica previamente descrita 
(Dunkley et al., 1986) (Figura 12). Los animales se sacrificaron por dislocación 
cervical y posterior decapitación. Los cerebros fueron extraídos y lavados en 
una solución de sacarosa 0,32 M pH 7,4 para, a continuación, realizar la 
disección de las cortezas cerebrales o de los cerebelos. Durante el sacrificio y 
disección de los ratones (3 por experimento para cortezas o 4 por experimento 
para cerebelos) las cortezas o los cerebelos se mantuvieron en sacarosa 0,32 M 
pH 7,4. A continuación se homogeneizaron realizando 3 pases completos a 700 
rpm mediante el uso de un homogeneizador de vidrio modelo Potter con un 
vástago de teflón. El homogeneizado se centrifugó a 2000 g durante 2 minutos, 
recogiéndose el sobrenadante (S1a) y resuspendiendo el precipitado con 
sacarosa 0,32 M pH 7,4 para volver a centrifugarlo en idénticas condiciones 
(2000 g, 2 minutos) y aumentar así el rendimiento. Una vez recogido el segundo 
sobrenadante (S1b) ambos se centrifugaron a 9500 g durante 12 minutos. El 
precipitado (P1), que contenía núcleos y restos celulares, fue descartado. 
 




Figura 12. Preparación de sinaptosomas. (A) Esquema de obtención y purificación de 
sinaptosomas. (B) Imágenes de microscopía electrónica de transmisión de sinaptosomas 
purificados. 
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Seguidamente, los precipitados obtenidos (P2) fueron resuspendidos con 
sacarosa 0,32 M pH 7,4 de manera conjunta (aproximadamente 2 mL por 
precipitado para cortezas y 1 mL por precipitado para cerebelos) y depositados 
sobre dos gradientes discontinuos de concentraciones crecientes de Percoll de 3, 
10 y 23%. Los sobrenadantes (S2), que contenían mayoritariamente vesículas 
pequeñas, retículo endoplásmico y material soluble, fueron descartados. Las 
distintas concentraciones de Percoll se prepararon en una mezcla de sacarosa 
0,32 M, EDTA 1 mM y DTT 0,25 mM pH 7,4, empleándose aproximadamente 
3mL de cada concentración para formar los gradientes mediante el uso de una 
bomba peristáltica. Los gradientes fueron centrifugados a 25000 g durante 10 
minutos para, a continuación, recoger los sinaptosomas purificados situados en 
la interfase formada entre las bandas de Percoll del 10 y del 23%. El resto de las 
bandas, que contenían mielina y mitocondrias, fueron descartadas. Los 
sinaptosomas purificados fueron diluidos en HBM pH 7,4 hasta un volumen 
aproximado de 50 mL y centrifugados a 22000 g durante 10 minutos para 
eliminar los restos de Percoll. El sobrenadante (S3) se descartó y el precipitado 
(P3) se resuspendió en HBM pH 7,4 (0,5-1 mL). Para determinar la 
concentración de proteínas de esta resuspensión se recurrió al método de Biuret 
empleando un estándar interno de BSA (10 mg/mL). Posteriormente, esta 
resuspensión fue dividida en alícuotas de 0,75 mg de proteína que se diluyeron 
con 2 mL de HBM pH 7,4 y centrifugaron a 10000 g durante 10 minutos. El 
sobrenadante se decantó y los sinaptosomas se mantuvieron a 4°C durante un 
máximo de 4 horas. En ningún caso los sinaptosomas fueron congelados ni 
almacenados. Todos los medios y centrifugaciones se mantuvieron a 4°C y las 
muestras biológicas se preservaron en hielo. 
 
2.2. Liberación de glutamato. 
Los sinaptosomas, como ya se ha mencionado, poseen toda la 
maquinaria necesaria para liberar el neurotransmisor como consecuencia del 
acoplamiento de la despolarización de la membrana plasmática a la entrada de 
Material y métodos 
91 
 
calcio (Nicholls & Sihra, 1986). Sin  embargo, al estar escindidos del resto de la 
neurona, no pueden recibir potenciales de acción a través del axón por lo que se 
requieren procedimientos químicos para inducir su despolarización. 
Uno de estos procedimientos se basa en el uso del K+ puesto que los 
sinaptosomas se despolarizan en respuesta a un incremento en la concentración 
extracelular de este ion (Scott & Nicholls, 1980), con la consiguiente apertura de 
los canales de calcio sensibles a voltaje (VDCCs) y la liberación del 
neurotransmisor (Tibbs et al., 1989). La despolarización inducida por altas 
concentraciones de K+ (30 mM), solo permite el estudio de las modulaciones 
dependientes de los VDCCs, pero no de los canales de Na+ y K+ dependientes 
de voltaje dado que, como consecuencia del grado de despolarización que 
induce el K+, dichos canales se activan, pero se inactivan rápidamente, 
permaneciendo en el estado inactivado durante todo el experimento. Esta 
liberación es, por tanto, insensible a la acción del bloqueante de canales de 
sodio tetrodotoxina. Sin embargo, con concentraciones mas bajas de K+ (5-10 
mM) otros canales de activación transitoria participan en la modulación de la 
liberación de neurotransmisor ya que, a esta concentración de potasio, los 
canales de Na+ y K+ dependientes de voltaje se recuperan de la inactivación 
pudiendo ser activados de nuevo. Así, la liberacion de glutmato inducida por 
K+ (5-10 mM) es sensible a tetrodotoxina. 
 La despolarización prolongada de los sinaptosomas conlleva una 
liberación de neurotransmisor que no es dependiente de Ca2+ ni de ATP y que 
se debe a la reversión de los transportadores de glutamato acoplados al 
gradiente electroquímico de Na+, de carácter electrogénico (Nicholls et al., 1987; 
Sanchez-Prieto et al., 1987). Por ello, es importante distinguir la liberación Ca2+-
independiente que ocurre tanto en presencia como en ausencia de Ca2+, de la 
exocitosis vesicular inducida por Ca2+ tras la despolarización (dependiente de 
Ca2+). 
Otra manera de inducir la exocitosis es mediante el uso del ionóforo 
ionomicina el cual se inserta en la membrana plasmática creando poros por los 
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que el Ca2+ puede acceder a la maquinaria exocitótica sin activación de los 
VDCCs (McMahon & Nicholls, 1991). 
La determinación del glutamato liberado por los sinaptosomas se efectuó 
mediante la técnica previamente descrita (Nicholls et al., 1987), basada en la 
reacción catalizada por el enzima glutamato deshidrogenasa (GDH) en 
presencia de NADP+: 
Glutamato + NADP+↔α-cetoglutarato + NADPH 
De esta manera, se puede monitorizar el incremento en la fluorescencia 
como consecuencia del aumento en los niveles de NADPH, en base a la señal 
fluorescente por excitación a 340 nm y su correspondiente emisión a 460 nm. La  
adición al final del ensayo de un estándar interno de glutamato, permite 
cuantificar el glutamato liberado por los sinaptosomas. 
Los sinaptosomas obtenidos según la técnica previamente descrita y 
conservados a 4°C se resuspendieron en HBM-BSA pH 7,4, 37°C (0,67 mg/mL). 
Se mantuvieron en agitación a 37°C durante 30-60 minutos y se trataron con 
adenosina desaminasa (ADA, 1,7 U/mg 15 minutos), para eliminar la 
adenosina liberada por los sinaptosomas y evitar así la inhibición de la 
liberación del neurotransmisor por activación de los receptores A1 (Ladera et 
al., 2007). De esta manera, se elimina la posible inhibición tónica inducida por la 
adenosina presente en el medio extracelular. Durante la incubación, los 
sinaptosomas fueron tratados con distintos fármacos según el experimento 
llevado a cabo. Tras finalizar la incubación, fueron centrifugados a 16000g 
durante un minuto para retirar los fármacos del medio. Después se 
resuspendieron en HBM o HBM-BSA pH 7,4, 37°C (0,67 mg/mL) según el caso, 
trasvasando 0,67mg a una cubeta de plástico de 1x1cm de base con agitador 
magnético que contenía NADP+ 1 mM y Ca2+ 0,1-1,33 mM. 
Para determinar la liberación Ca2+-independiente inducida por la 
despolarización por K+, se sustituyó el CaCl2 1,33 mM por una mezcla 1:2 de 
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CaCl2/EGTA (1,9 mM/7,5 mM) que da lugar a una concentración final de Ca2+ 
de 200 nM 
Para determinar la liberación espontánea, así como para trabajar con el 
ionóforo ionomicina, se incorporó a la cubeta tetrodotoxina (TTx) 1 μM, que es 
un bloqueante de los canales de Na+ dependientes de voltaje. 
La cubeta fue transferida a un fluorímetro Pelkin-Elmer LS55 con un 
sistema de agitación y termostatización a 37°C. A continuación se le añadieron 
50 U de la enzima GDH y se incubó durante 2 minutos con agitación para 
eliminar el glutamato del medio. Transcurrido este tiempo, se realizó el registro 
de fluorescencia a 37°C durante 600 o 800 s empleado el programa FL WinLab 
en modo Time Drive con la siguiente configuración de parámetros: excitación 
340±3 nm (filtro de emisión 390 nm), emisión 460±8,5nm, intervalo de obtención 
de datos 0,8s, ancho de respuesta 4,8s. 
Durante el registro, se adicionaron distintos compuestos de acuerdo al 
experimento correspondiente (Figura 13). A los 100 s se indujo la entrada de 
Ca2+ y la subsiguiente liberación de glutamato mediante la adición de KCl 5 o 
30 mM o de ionomicina (0,5-1 μM). Para determinar la liberación espontánea de 
glutamato, no se adicionó ningún compuesto que facilitase la entrada de Ca2+. 
Por último, se incorporó un estándar de glutamato (2 nmoles) 200 s antes del 
final del registro. 
Para calcular la liberación Ca2+-dependiente inducida por KCl, se midió 
la liberación total (en presencia de CaCl2 1,33 mM), a la cual se restó la Ca2+-
independiente (en presencia de EGTA con CaCl2 200 nM). La liberación 
inducida por los diferentes fármacos fue normalizada frente a la liberación 
Ca2+-dependiente inducida por KCl en ausencia de tratamiento. 
En el caso de los experimentos en los que se empleó como estímulo la 
ionomicina, se restó a todos los ensayos la liberación espontanea en ausencia de 
ionomicina. La liberación inducida por los diferentes fármacos fue normalizada 
frente a la liberación inducida por ionomicina en ausencia de tratamiento. 
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La representación gráfica de los registros se llevó a cabo mediante el 
programa Origin 8.0 mientras que el tratamiento estadístico fue realizado con el 












Figura 13. Liberación de glutamato. Esquema de los distintos compuestos y fármacos 
empleados antes y durante el registro de la liberación de glutamato por los sinaptosomas. 
 
2.3. Determinación de los niveles de AMPc. 
El AMPc es un segundo mensajero generado por la activación de la 
adenilato ciclasa. Se determinó el incremento de AMPc inducido por 
estimulación de los sinaptosomas con isoproterenol y con ionomicina. Para ello 
se empleó el kit comercial cAMP Dynamic 2. 
Los sinaptosomas obtenidos de corteza o de cerebelo de ratón según el 
método descrito se resuspendieron en HBM-BSA (0,67 mg/mL) y se incubaron 
en agitación media hora a 37°C con el inhibidor de las fosfodiesterasas de 
15´ 20´ 25´ 40´´ 100´´ 
Ionomicina (0,5-2μM) 
KCl (5 o 30 mM) 
L-AP4 (1 mM) 
Forskolina (15 μM) 
Isoproterenol  (100 μM) 
8-pCPT (50 μM) 
HU- 210 (5 μM) 
TTx (1 μM) 
LY 341495 (400 nM) 
DEANO (20 µM) 
 
CaCl2 (0,1-1,33 mM) 
EGTA (CaCl2 200 nM) 
NADP (1 mM) 
GDH (50 U/mL) 
L-AP4 (1 mM) 
ADA (1,7 U/mg) 
IBMX (0,001-1 mM) 
BAY60-7550 (0,5-10 μm) 
Rolipram (2-50 µM) 
HBM-BSA 
 
HBM o HBM-BSA REGISTRO 
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AMPc, IBMX (1 mM), durante 15 minutos. Luego fueron sometidos a los 
tratamientos farmacológicos correspondientes, es decir, isoproterenol (100 μM, 
10 minutos) y forskolina (15 μM, 10 minutos). 
A continuación se lavaron mediante una centrifugación a 16000 g 
durante 1 minuto y se resuspendieron a 3,41 mg/mL en tampón proporcionado 
por el kit y suplementado con IBMX (1 mM). Se transfirieron 5 μL de dichas 
resuspensiones a una placa de 96 pocillos en la que previamente se había 
incorporado 45 μL más del tampón suplementado con IBMX (1 mM) para 
conseguir una concentración final de 0,017 mg/mL. Asimismo, se destinaron 
una serie de pocillos a la determinación de la recta patrón mediante la 
incorporación de 25 μL de unas diluciones seriadas de un patrón de AMPc a 
pocillos que previamente contenían 25 μL del tampón suplementado con IBMX 
(1 mM). Además, se incluyeron pocillos sin patrón como blancos que contenían 
50 μL de tampón, así como dos pocillos sin el análogo de cAMP como controles 
negativos a los que se añadieron 25 μL de tampón de lisis. Por último, se 
añadieron 25 μL de las diluciones en tampón de lisis del análogo de cAMP-d2 y 
del anticuerpo anti cAMP-criptato. 
Tras una hora de incubación a temperatura ambiente en oscuridad se 
procedió a la cuantificación de la fluorescencia mediante un lector de placas 
FluoStar Omega a 620 nm (donador) y 665 nm (aceptor). Con estos valores, se 
calculó la medida ratiométrica del valor de FRET (del inglés Fluorescence 
Resonance Energy Transfer). A continuación, se calculó el incremento específico 
de FRET (ΔF), teniendo en cuenta el valor obtenido del blanco (Figura 14). Estos 
valores pueden ser ajustados matemáticamente, teniendo en cuenta el valor del 
máximo, a una relación lineal entre la ΔF y la concentración de AMPc. De esta 
manera, interpolando en la recta patrón de concentraciones conocidas, podemos 
calcular la concentración de AMPc de las muestras estudiadas, expresándola en 
pmol/mg. Los valores obtenidos se normalizaron respecto al control en 
ausencia de tratamiento. 
 
















Figura 14. Determinación de los niveles de AMPc. Esquema del protocolo, fundamento y 
cálculos realizados para determinar los niveles de AMPc generados por los sinaptosomas. 
 
2.4. Determinación de la concentración de calcio citosólico 
Los niveles de calcio intracelular fueron medidos mediante el uso de la 
sonda fluorescente Fura-2 en sinaptosomas procedentes de corteza de ratones 
adultos. Esta sonda presenta la capacidad de unirse al calcio libre del interior 
celular. En este caso, se recurrió al empleo de un derivado de la misma, el fura-
2-acetoximetilester (Fura-2AM) que tiene la capacidad de atravesar la 
membrana celular. Una vez en el interior de la célula, los grupos acetoximetilo 
son retirados por acción de las esterasas intracelulares liberándose el Fura-2. 
Tratamiento 
farmacológico 
-HBM+BSA 30 min + 
IBMX 15min + ADA 




13000rpm 1 minuto  
sinaptosomas 
Lisis + incubación 
-Resuspensión en 220L 
de tampón. 







Medida de FRET 
(665nm/620nm) 
Medida de FRET 
(665nm/620nm) 
FRET NO-FRET 
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Tras su obtención, los sinaptosomas se resuspendieron en HBM-BSA (1,5 
mg/mL)  y se incubaron con Fura-2AM 5 µM y CaCl2 1,3 mM durante 25 
minutos. A continuación se centrifugaron a 16000 g durante 1 minuto y se 
resuspendieron en 1,1 mL de HBM (0,68 mg/mL). Una alícuota de 1 mL se 
transfirió a una cubeta que, a su vez, fue llevada a un fluorímetro Pelkin-Elmer 
LS55 con un sistema de agitación y termostatización a 37°C. 
 
Figura 15. Determinación de la [Ca2+]c con Fura-2AM. Se muestran los distintos compuestos 
que se incorporan a los sinaptosomas para llevar a cabo la determinación del calcio citosólico. 
 
A continuación se procedió al registro de la fluorescencia en intervalos 
de 0,3 s a 340 y 510 nm (Figura 15). A los 40 s del inicio del registro se le añadió 
CaCl2 1,3 mM y a los 110 s se añadió KCl (10 o 30 mM) para inducir una 
despolarización que permitiese la entrada de calcio al interior de los 
sinaptosomas. A los 250 s se incorporó una mezcla de Tris-EGTA (1:2) con el fin 
de quelar el calcio extracelular residual. Posteriormente, a los 300 s, se añadió 
SDS al 0,1% para lisar los sinaptosomas y obtener así la fluorescencia mínima al 
quelar tambien el Ca2+ intracelular. Por último, a los 350 s, se incorporó el 
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estándar de calcio (5 µmoles) a fin de obtener la fluorescencia máxima. Las 
concentraciones de calcio citosólico se calcularon mediante las ecuaciones 
descritas previamente (Grynkiewicz et al., 1985). 
 
2.5. Inmunofluorescencia. 
La técnica de inmunofluorescencia se aplicó a sinaptosomas procedentes 
de la corteza y cerebelo de ratones adultos y obtenidos según la técnica descrita 
en el apartado 2.1. Tras su obtención, los sinaptosomas se resuspendieron en 
sacarosa 0,32 M pH 7,4 (0,67 mg/mL) e incubaron durante 15 minutos a 37°C. 
Posteriormente, se tomaron 54 μg de la suspensión de sinaptosomas y se 
depositaron sobre cubreobjetos circulares de 15 mm de diámetro que 
previamente habían sido tratados con poli-L-lisina. 
Tras una fijación de 45 minutos, el exceso de suspensión fue decantado y 
los sinaptosomas adheridos se fijaron con paraformaldehído (PFA) al 4% en PB 
0,1 M pH 7,4 durante 4 minutos. Seguidamente, se lavaron 2 veces con PB 0,1 M 
pH 7,4 durante 5 minutos y una vez con TBS 50 mM pH 7,4 durante 10 minutos. 
A continuación, se realizó el bloqueo con una solución al 10% de suero en TBS 
con triton X-100 al 0,2% durante 45 minutos. El paso siguiente fue la incubación 
con los anticuerpos primarios diluidos en una solución al 1% de suero con TBS 
con triton X-100 al 0,2% durante 12 horas. Los anticuerpos primarios usados en 
este trabajo fueron: anti-mGluR7 de conejo (1:250), anti-sinaptofisina de ratón 
(1:500), anti-β1AR de conejo (1:200), anti-β1AR de cabra (1:200), anti-Munc13-1 
de ratón (1:500), anti-Munc13-2 de conejo (1:500), anti-VGluT1 de ratón (1:500), 
anti-VGluT2 de ratón (1:500) y anti-CB1 de cobaya (1:300). En todos los 
experimentos se efectuaron controles negativos a los que se les añadió 
únicamente la solución de dilución de los anticuerpos primarios. 
Transcurridas las 12 horas, los sinaptosomas fueron lavados 3 veces con 
TBS 50 mM pH 7,4 durante 10 minutos y se incubaron con los correspondientes 
anticuerpos secundarios Alexa fluor 488 y 594 de conejo, ratón, cabra y cobaya 
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diluidos (1:200) es una solución con suero al 1% en TBS 50mM pH 7.4 durante 1 
hora y 20 minutos. Tras realizar tres lavados más con TBS 50mM pH 7,4, los 
cubreobjetos fueron montados con medio de montaje ProLong Gold antifade 
con DAPI. Se dejaron secar durante 1 hora en oscuridad y se almacenaron a 4°C. 
La adquisición de imágenes se realizó secuencialmente para cada canal 
(488 y 594) mediante un microscopio Nikon Diaphot TE2000 con cámara CCD 
Hamamatsu C4880 con un objetivo 100X Nikon. Para la adquisición de las 
imágenes previamente se analizaron los controles negativos, los cuales, al estar 
incubados exclusivamente con el anticuerpo secundario pero no, el primario, 
únicamente muestran la señal inespecífica. A continuación se empleó el filtro 
necesario para suprimir dicha señal inespecífica y, en esas condiciones, fueron 
adquiridas todas las imágenes. Posteriormente las fotografías se procesaron con 
el programa ImageJ. 
 
2.6. Genotipado. 
Para analizar el ADN procedente de ratones carentes del gen Fmr1 que 
codifica para la proteína FMRP se recurrió al kit comercial Wizard SV Genomics 
ADN Purification System. Los cruces se realizaron con individuos 
heterozigóticos adultos (mayores de 2 meses) disponiendo en cada jaula dos 
hembras y un macho. El genotipado de la progenie se realizó con muestras de 
tejido de la oreja. La muestra de tejido fue introducida en 275 μL de tampón de 
lisis de núcleos suplementado con EDTA 100 mM pH 8,0, RNAsa A 182 μg/mL 
y Proteinasa K 1,46 mg/mL durante 16-18 horas a 55°C con agitación suave a 
300 rpm para su digestión. Después, las muestras se centrifugaron a 6000 g 
durante 5 minutos y se descartó el precipitado, añadiendo al sobrenadante 250 
μL de tampón de lisis. 
La mezcla fue transferida a unas microcolumnas de afinidad que 
retuvieron el ADN tras una centrifugación a 16000 g durante 5 minutos. A 
continuación se lavaron las columnas añadiendo una solución de lavado con 
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etanol al 60% y centrifugando a 16000 g durante 1 minuto. Este proceso se 
repitió 4 veces y se realizó una centrifugación más para eliminar cualquier resto 
de solución de lavado. Finalmente, para eluir el ADN, se añadieron 250 μL de 
agua estéril previamente calentada a 65°C que se mantuvo 2 minutos y se 
centrifugó a 16000 g durante 1 minuto. Los 250 μL volvieron a trasvasarse a la 
columna y se repitió el proceso anterior con el fin de aumentar el rendimiento. 
Tras la centrifugación a 16000 g durante 1 minuto se obtuvo el ADN purificado. 
La amplificación de las muestras de ADN fue llevada a cabo mediante 
una PCR con la siguiente mezcla: 
Compuesto μL/muestra 
ddH2O 10,7 
5X Go Taq buffer 4 
MgCl2 25 mM 1,6 
dNTPs 10 mM 0,4 
oIMR6735 10 μM 0,4 
oIMR6734 10 μM 0,4 
oIMR2060 10 μM 0,4 
GoTaq Pol (5 U/μL) 0,1 
ADN genómico 2 
 
Los oligonucleótidos empleados fueron: 
-oIMR2060     CACGAGACTAGTGAGACGTG                Mutant Forward
  
-oIMR6734     TGTGATAGAATATGCAGCATGTGA     Wild type Forward 
-oIMR6735 CTTCTG GCACCTCCAGCTT    Common 
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El programa de PCR utilizado fue el siguiente: 
94°C 2 min  
94°C 20 sec  
65°C 15 sec -0,5º C per cycle decrease 
68°C 10 sec  
94°C 15 sec  
60°C 15 sec  
72°C 10 sec 
72°C 2 min  
10°C hold 
Las secuencias de ADN amplificadas se separaron en geles de agarosa al 
2% en tampón TAE con SYBR Safe y se revelaron con el equipo de imagen 





Figura 16. Genotipado. Las bandas correspondientes al mutante (1-4 y 6-7) aparecen a 400 pb, 
mientras que las del wild type (5) aparecen a 130 pb. 
 
2.7. Microscopía electrónica de transmisión (MET). 
La microscopía electrónica se basa en la emisión de un haz de electrones 
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microscopio óptico o de fluorescencia convencional, limitada a la longitud de 
onda de la luz. Existen diferentes técnicas de microscopía electrónica aplicables 
a muestras biológicas que permiten estudiar la ultraestructura de la sinapsis 
(Siksou et al., 2009), pero la más comúnmente empleada es la fijación química 
combinada con la microscopía electrónica de transmisión. 
En esta técnica, las muestras biológicas son fijadas empleando fijadores 
químicos para su preservación y posteriormente deshidratadas. Además, 
debido al bajo poder de penetración de los electrones, las muestras deben ser 
preparadas en secciones ultrafinas, para lo que deben ser incluidas en una 
resina. Dado que de forma natural las muestras biológicas no interaccionan con 
el haz de electrones, estas deben ser tratadas con metales pesados que se 
concentran en ciertas estructuras celulares, fundamentalmente membranas y 
complejos macromoleculares. Los electrones que impactan con estos metales 
rebotan y no atraviesan el tejido, mientras que los electrones transmitidos 









Figura 17. Microscopía electrónica de transmisión. Esquema de los elementos que componen 
un microscopio electrónico de transmisión e imagen de sinapsis obtenida mediante esta técnica. 
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Las muestras biológicas que se emplearon en este trabajo fueron rodajas 
de cerebro de corteza y cerebelo de ratones wild type y mutantes tratadas con 
distintos compuestos. 
Las rodajas de 325 μm se obtuvieron mediante el empleo de un 
vibratomo y mantenidas durante 15 minutos en una cámara con perfusión de 
medio oxigenado. El tratamiento de isoproterenol se aplicó durante 10 minutos. 
Transcurrido ese tiempo fueron colocadas en una placa de 12 pocillos que 
contenía 1,5 mL de una solución de glutaraldehído al 3,5% a 37ºC donde 
permanecieron durante 45 minutos. Después se transfirieron a otra placa de 12 
pocillos con la misma cantidad de glutaraldehído al 3,5% a temperatura 
ambiente durante 30 minutos. Transcurrido ese tiempo, las placas se 
conservaron a 4ºC hasta el día siguiente. 
Después, el glutaraldehído fue retirado y las rodajas se lavaron 3 veces 
con medio PB 0,1 M a pH 7,4. Tras el lavado se procedió al tratamiento con una 
mezcla de OsO4 al 1% con K3Fe(CN)6 al 1,5% durante 1 hora seguida de tres 
lavados con agua ultrapura. A continuación, se llevó a cabo la deshidratación 
de las rodajas mediante una serie de soluciones de etanol a distintas 
concentraciones (30%, 50%, 70%, 80%, 90%, 95% y absoluto) durante 15 minutos 
cada una, repitiendo la solución de etanol absoluto una vez durante 15 minutos. 
Seguidamente las rodajas se trataron con una mezcla de resina/etanol en 
distintas proporciones y tiempos, utilizándose la resina SPURR: 1:3 durante 1 
hora, 1:1 durante 1 hora, 3:1 durante 2 horas y pura durante 12 horas. Al día 
siguiente las rodajas se colocaron en un molde de silicona con resina pura y se 
mantuvieron 72 horas a 70ºC para su polimerización. 
Los cortes ultrafinos y la obtención de imágenes se realizaron en el 
Centro Nacional de Microscopía Electrónica (Facultad de Químicas, Av. 
Complutense s/n, 28040 Ciudad Universitaria, Madrid). Las rodajas se cortaron 
en un ultramicrotomo Leica Ultracut E en secciones de 70 nm y se tiñeron con 
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acetato de uranilo y citrato de plomo. Se tomaron imágenes aleatorias de las 
sinapsis a 80.000 aumentos con un microscopio electrónico de transmisión  Jeol 
1010, Tokyo, Japan). Las imágenes se analizaron con el programa Image J y los 
datos se procesaron usando Origin 8.0. Se midió la distancia desde el exterior de 
la membrana de cada SVs al interior de la membrana de la zona activa en la 
zona más cercana a la SV estudiada (0,72 nm/px a 80.000 aumentos). Las zonas 
activas se identificaron por la distribución de las SVs y por la presencia de 
restos de membrana postsináptica y la densidad postsináptica. La distribución 
de las SVs se determinó según su distancia a la zona activa, cuantificando el 
porcentaje de SVs en cada intervalo de 10 nm. Además, se determinó el número 
de SVs por cada zona activa. 
 
2.8. Electrofisiología. 
Las técnicas de electrofisiología de whole cellpatch-clamp permiten 
estudiar la corriente generada por el flujo de iones en una única célula, a través 
de la inserción de un electrodo en la membrana plasmática de la misma. La 
aplicación de estas técnicas en neuronas permite no sólo despolarizar las 
neuronas presinápticas, para inducir la liberación de neurotransmisores, sino 
también registrar la señal eléctrica provocada por el flujo de iones en la neurona 
postsináptica. Esto hace que estas técnicas constituyan uno de los 
procedimientos más ampliamente utilizados para el estudio funcional de la 
neurotransmisión en células vivas (Liem et al., 1995). 
Para los estudios de electrofisiología se emplearon rodajas parasagitales 
de cerebelo de 325 μm de grosor procedentes de ratones de 22-30 días que 
fueron anestesiados con isoflurano (1,5-2% en una mezcla de 80% aire 
artificial/20% oxígeno) y decapitados. Las rodajas se obtuvieron en medio 
Ringer muy frío con un vibratomo y se mantuvieron durante 1 hora en una 
cámara con medio Ringer en burbujeo con una mezcla de O2 95%+CO2 5%. A 
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continuación se transfirieron a una cámara de perfusión para proceder al 
registro. El medio Ringer empleado en la cámara de perfusión se suplementó 
con picrotoxina 0,1 μM para bloquear los receptores GABAA  y se mantuvo con 
un burbujeo constante de O2 95%+CO2 5%. El flujo fue de 1 mL/min y los 
registros se realizaron a 25ºC gracias a un controlador de temperatura. 
Para la estimulación se emplearon capilares con un ancho de punta de 2 
a 5 μm llenos de solución Ringer conectados a un estimulador a través de una 
unidad de aislamiento que fueron situados en la capa molecular a fin de 
estimular las fibras paralelas que hacen sinapsis con las células de Purkinje 
(Figura 18). Los estímulos (<0,5 μA, 100 µs) fueron generados a 0,05 Hz con 
pares de pulsos separados 80 ms para obtener la relación de pares de pulsos 
(PPR) como EPSC2/EPSC1. 
Los registros de las células de Purkinje se obtuvieron mediante un 
amplificador bajo condiciones de fijación de voltaje con el potencial de 
membrana fijado a -70 mV a fin de poder registrar las corrientes postsinápticas 
excitadoras evocadas (eEPSCs). Las pipetas de registro (3-4 mΩ) se rellenaron 
de solución interna con un pH 7,3 y 290 mOsm de osmolaridad. Las resistencias 
de serie y de acceso se consideraron estables cuando, al restarles el potencial de 
membrana en reposo, no sufrieron un cambio mayor al 20%. Las células que no 
cumplieron este criterio fueron descartadas. Solo se analizó una neurona por 
rodaja. 
Para medir las corrientes postsinápticas excitadoras miniatura (mESPCs) 
se añadió TTx 1 μM al medio Ringer. 
Para inducir la potenciación a largo plazo (LTP) se aplicó un tren tetánico 
de 100 estímulos a 10 Hz 15 minutos después del inicio del registro para 
permitir la difusión del BAPTA dentro del árbol dendrítico. La eEPSC basal fue 
menor de 300 pA para evitar las corrientes de sodio que pudiesen escapar de la 
fijación del voltaje durante y después de la tetanización. 




Figura 18. Electrofisiología de rodajas de cerebelo. La información procedente de corteza 
cerebral y médula espinal entra en el cerebelo a través de las fibras musgosas (verde) que 
establecen sinapsis con las células granulares (naranja). La información asciente a través de las 
fibras paralelas y es recogida por las células de Purkinke (azul) que la llevarán hasta los núcleos 
profundos del cerebelo. En esta técnica se dipone de un electrodo de estimulación, que se coloca 
en la capa molecular para estimular las fibras paralelas, y uno de registro que se coloca sobre la 
célula de Purkinje. 
Para calcular el RRP se ajustó la intensidad del estímulo previa a la LTP 
para obtener EPSCs con una amplitud de 150-200 pA. 30 minutos después de la 
aplicación o no aplicación (basal) del tren de 10 Hz para inducir la LTP 
presináptica, se empleó un tren tetánico de 100 estímulos a 40 Hz. La 
representación de las amplitudes acumuladas de las EPSC  y la intersección de 
la parte más plana de la curva con el eje de ordenadas permitió estimar el 
tamaño del RRP. Cuando se estudió el efecto de la bajada del calcio extracelular 
sobre el RRP las rodajas se mantuvieron al menos 1 hora en un medio con bajo 
calcio. Después se incubaron durante 3 minutos con calcio 2,5 mM antes de 
aplicar el tren. Para la obtención de datos se empleó el software pClamp 10.3 
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mientras que la representación y el análisis se efectuó mediante el programa 
OriginLab 8. 
 
2.9. Análisis y estadística. 
Los experimentos de liberación de glutamato, determinación de los 
niveles de AMPc, determinación del calcio citosólico e inmunofluorescencia se 
llevaron a cabo, al menos, por triplicado empleando 3 ratones para corteza o 4 
para cerebelo en cada experimento. 
Los experimentos de microscopía electrónica se realizaron, al menos, por 
triplicado utilizando 1 ratón por experimento. 
Los experimentos de electrofisiología se llevaron a cabo utilizando un 
mínimo de 4 ratones y, al menos, 9 células procedentes de 9 rodajas distintas en 
total. 
Los test estadísticos empleados fueron la t de Student para aquellos 
experimentos en los que se compararon 2 grupos de datos y la ANOVA de una 
vía con el post-test de Bonferroni para los casos en los que se compararon 3 o 
más grupos de datos. En todos los casos se representaron los datos como la 
media ± SEM (barras de error) y se estableció que existía significación 
estadística si el valor de p<0,05. 
El análisis estadístico se efectuó mediante el programa InStat GraphPad 
(2.05a). Los análisis de inmunofluorescencia y de distribución de vesículas se 
llevaron a cabo con el programa ImageJ (1.43m). Las gráficas se crearon con el 
programa Origin (8E) y las figuras y esquemas se diseñaron con el programa 



















1. Inhibición de la liberación de glutamato por el receptor CB1. 
Los receptores CB1 (apartado 1.3.2. de la introducción) son 
heteroreceptores que se acoplan a proteínas Gi/o, para inhibir la adenilato 
ciclasa (Howlett et al., 1986) y la actividad de los canales de Ca2+ dependientes 
de voltaje, VDCCs,  tanto del tipo N (Pan et al., 1996; Szabo et al., 2014), como 
del tipo P/Q (Twitchell et al., 1997; Brown et al., 2004), lo que, a su vez, resulta 
en la inhibición de la liberación de glutamato (Godino et al., 2007).  
En el FXS se han descrito alteraciones en la síntesis de 
endocannabinoides. Estos estudios señalan en unos casos un exceso de 
formación de estos compuestos (Maccarrone et al., 2010; Zhang & Alger, 2010; 
Straiker et al., 2013) y en otros un déficit (Jung et al., 2012). No obstante, se 
desconoce si la ausencia de la proteína FMRP afecta a la funcionalidad de las 
vías de señalización del receptor en respuesta a un agonista exógeno, 
estimulación que excluiría cualquier alteración de la síntesis de 
endocannabinoides.  
 
1.1. La ausencia de la proteína FMRP no afecta a la inhibición por 
receptores CB1 de la liberación de glutamato inducida por K+.  
La liberación de neurotransmisor en la preparación de sinaptosomas 
requiere de un estímulo que induzca la despolarización de la membrana 
(Nicholls & Sihra, 1986). Esta despolarización puede ser provocada por un 
aumento de la concentración extracelular de potasio que va a reducir la salida 
de este ion del interior celular, y permitir la despolarización de la membrana. 
(Scott & Nicholls, 1980). Esta despolarización favorecerá la apertura de los 
canales de sodio sensibles a voltaje generando una despolarización de mayor 




dependientes de voltaje. No obstante, la contribución de los canales de Na+ 
depende de la magnitud de la despolarización impuesta por el K+. A 
concentraciones altas de K+ (30 mM) la magnitud de la despolarización impide 
la recuperación de los canales de Na+ del estado inactivado, por lo que ni los 
canales de Na+ ni los canales K+ sensibles a voltaje contribuyen de manera 
significativa a la liberación de neurotransmisor en estas condiciones. Aunque 
estos canales se activarían inicialmente, se inactivarían rápidamente, 
permaneciendo en este estado durante los minutos restantes de la 
despolarización con KCl (Godino et al., 2007). Por tanto, tras un estímulo con 
KCl 30 mM, la liberación de glutamato refleja  la actividad y modulación de los 
canales de Ca2+ debido a que estos canales experimentan una menor 
inactivación por voltaje (Bean, 1989; Zamponi & Snutch, 1998) 
El HU-210 es un cannabinoide sintético que se comporta como un 
agonista no específico de receptores cannabinoides. En condiciones normales 
los sinaptosomas se mantienen en incubación en un medio HBM suplementado 
con BSA libre de ácidos grasos, pero la naturaleza lipofílica del HU-210 puede 
favorecer su unión al BSA, por lo que en estos experimentos, tras la incubación 
de los sinaptosomas, se retiró el medio con BSA y fue sustituido por un medio 
HBM sin BSA (ver apartado 2.2. de “Material y métodos”). 
En los sinaptosomas de corteza cerebral de ratones de genotipo salvaje la 
despolarización con KCl 30 mM indujo una liberación de glutamato 
dependiente de calcio de 3,88±0,16 nmol/mg prot. (n=12). Esta liberación se 
redujo a 2,80±0,14 nmol/mg prot. (n=12, p<0,01, ANOVA con Bonferroni, 
Figura 19A, C) en presencia del agonista cannabinoide HU-210 5 μM. En los 
sinaptosomas de ratones Fmr1 KO, la liberación control aumentó ligeramente 
hasta 4,34±0,28 nmol/mg prot. (n=11), aunque la diferencia con animales WT 
no fue significativa (p>0,05, ANOVA con Bonferroni). Además, en los 
sinaptosomas Fmr1 KO, el agonista HU-210 5 μM redujo la liberación de 
glutamato en magnitud similar a la observada en los sinaptosomas WT 




C). Por lo tanto, la ausencia de la proteína FMRP no altera la inhibición del 
agonista cannabinoide HU-210 en la liberación de glutamato inducida por KCl 
30mM.  
 
Figura 19. La ausencia de la proteína FMRP no afecta a la inhibición por receptores CB1 de la 
liberación de glutamato inducida por K+ 30 mM.  
(A, B) Promedio de registros de la liberación de glutamato inducida por KCl 30mM  en 
sinaptosomas de corteza cerebral genotipo silvestre WT, (A) y carentes de la proteína FMRP, 
Fmr1 KO, (B), en ausencia y en presencia del agonista cannabinoide HU-210 (5 μM) añadido 
1min antes que KCl. La liberación dependiente de Ca2+ es la diferencia entre la liberación 
obtenida en presencia de Ca2+ (1,33 mM) y en presencia de EGTA. (C) Diagrama que muestra el 
promedio de la liberación de glutamato en estas condiciones. Los datos se expresaron como la 
media ± SEM (barras de error). **p<0,01, ***p<0,001 (ANOVA con Bonferroni) comparados con 
los datos control. 
 
Al contrario de lo que courre con la estimulación con KCl 30 mM, la 
menor magnitud de la despolarización impuesta por KCl 5 mM sí permite la 
recuperación de los canales de Na+ y K+ dependientes de voltaje del estado 
inactivado (Godino et al., 2007), por lo que estos canales pueden contribuir a la 
modulación de la liberación en estas condiciones. Esto explica la mayor 
inhibición de la liberacion con KCl 5 mM ya que en estas condiciones otros 
mecanismos, como la activación de canales GIRKs (Ho et al., 1999; Guo & Ikeda, 
2004; Niswender et al., 2008), se suman a la inhibición de los canales de Ca2+. 
Por ello se decidió llevar a cabo experimentos con el agonista cannabinoide en 




En los sinaptosomas cerebrocorticales de genotipo salvaje la 
despolarización con KCl 5 mM induce una liberación de 0,94±0,03 nmol/mg 
prot, n=17, que fue inhibida por HU-210 5 μM (0,29±0,04 nmol/mg prot., n=17, 
p<0,001, ANOVA con Bonferroni, Figura 20A, C). En sinaptosomas Fmr1 KO la 
liberación de glutamato en ausencia y en presencia de HU-210 5 μM fue   
(0,85±0,08 nmol/mg, n=15) y (0,21±0,04 nmol/mg, n=15, p<0,001, ANOVA con 
Bonferroni) respectivamente (Figura 20B, C). Por tanto, la ausencia de la 
proteína FMRP tampoco altera la inhibición por HU210 de la liberación de 
glutamato inducida por KCl 5 mM, si bien la mayor magnitud de la inhibición 
podría reflejar el reclutamiento de algun mecanismo adicional al de la 
modulacion de la actividad de los canales de Ca2+ . 
 
Figura 20. La ausencia de la proteína FMRP no afecta a la inhibición por receptores CB1 de la 
liberación de glutamato inducida K+ 5 mM. 
(A, B) Promedio de registros de la liberación de glutamato inducida por KCl 5 mM  en 
sinaptosomas de corteza cerebral de genotipo control, WT, (A) y carentes de la proteína FMRP, 
Fmr1 KO, (B), en ausencia y en presencia del agonista cannabinoide HU-210 (5 μM) añadido 
1min antes que KCl. La liberación dependiente de Ca2+ es la diferencia entre la liberación en 
presencia de Ca2+ (1,33 mM) y en presencia de EGTA. (C) Diagrama con el promedio de la 
liberación de glutamato en estas condiciones. Los datos se expresaron como la media ± SEM 







1.2. La ausencia de la proteína FMRP no afecta a la expresión del 
receptor CB1 en sinaptosomas cerebrocorticales. 
Numerosos estudios han encontrado que el acoplamiento entre los 
receptores metabotrópicos de glutamato 1 y 5 y la síntesis del 
endocannabinoide 2-araquidonilglicerol (2-AG) está alterado en el ratón Fmr1 
KO (Maccarrone et al., 2010; Zhang & Alger, 2010; Jung et al., 2012; Straiker et al., 
2013; Qin et al., 2015a; Qin et al., 2015b; Tang & Alger, 2015). Nuestros datos 
indican que la inhibición de la liberación de glutamato con agonistas exógenos 
de los receptores de cannabinoides no está afectada  en los sinaptosomas Fmr1 
KO, por lo que la ausencia de la proteína FMRP no parece modificar la 
expresión de estos receptores en los terminales sinápticos ni la señalización 
implicada en la inhibición de la liberación de neurotransmisor. No obstante, se 
realizaron experimentos de inmunofluorescencia empleado anticuerpos contra 
el receptor CB1 y contra la proteína de las vesículas sinápticas sinaptofisina, 
utilizada como marcador de los botones sinápticos (ver apartado 2.5. de 
“Material y métodos”), para determinar posibles cambios en la expresión de 
estos receptores en los ratones Fmr1 KO. La fracción de botones sinápticos WT 
inmunopositivos para el receptor CB1 (45,3±1.9%, Figura 21A, C, 21 campos 
analizados) fue similar a la de los sinaptosomas Fmr1 KO (50,0±2.4%, Figura 
21B, C, 21 campos analizados, p=0,13, t de Student). Por tanto, la ausencia de 







Figura 21. La ausencia de la proteína FMRP no afecta a la expresión del receptor CB1 en 
sinaptosomas cerebrocorticales 
(A, B) Inmunofluorescencia de sinaptosomas  de corteza cerebral de genotipo silvestre, WT, (A) 
y carentes de la proteína FMTP, Fmr1 KO, (B), fijados en cubreobjetos polilisinados y teñidos 
con anticuerpos contra el receptor  CB1 (1:300) y la proteína vesicular sinaptofisina (1:500).  
Barra de escala, 5 μm. Las flechas indican terminales en los que hay colocalización. (C) 
Cuantificación de la expresión del receptor CB1 en sinaptosomas WT y Fmr1 KO  marcados con 
sinaptofisina. Los datos se expresaron como la media ± SEM (barras de error). No significativo, 
p>0,05 (t de Student) comparado con sinaptosomas WT. 
 
2. Potenciación de la liberación de glutamato por los receptores β 
adrenérgicos. 
Los receptores β adrenérgicos (βARs)  son heterorreceptores acoplados a 
proteínas Gs que se expresan en distintas áreas del SNC, incluyendo la corteza 
y el cerebelo (Nicholas et al., 1996)(apartado 1.3.3. de la “Introducción”). La 
activación de estos receptores en la presinapsis conduce a un incremento en la 
actividad de la adenilato ciclasa con el consiguiente aumento de los niveles de 
AMPc, la activación de la PKA y la potenciación de la liberación de 
neurotransmisor. Más recientemente se ha observado que no todas las acciones 
potenciadoras de la liberación de neurotransmisor por los βARs están mediadas 
por la PKA (Herrero & Sanchez-Prieto, 1996; Kaneko & Takahashi, 2004; Lee et 
al., 2007), sino por la proteína Epac que ha surgido como un mediador 
alternativo de las acciones del AMPc en la presinapsis  ((Herrero & Sanchez-
Prieto, 1996; Kaneko & Takahashi, 2004; Lee et al., 2007; Gekel & Neher, 2008; 




En el síndrome del X frágil se han descrito alteraciones en la vía del 
AMPc (Kelley et al., 2007; Kelley et al., 2008), generalmente por un déficit en su 
síntesis (Berry-Kravis & Huttenlocher, 1992; Berry-Kravis & Sklena, 1993; Berry-
Kravis et al., 1995; McBride et al., 2005; Kanellopoulos et al., 2012), que se 
revierte con la sobreexpresión de la proteína FMRP (Berry-Kravis & Ciurlionis, 
1998), estableciéndose así la “teoría del AMPc del síndrome del X frágil” (Kelley 
et al., 2008). Dado que la potenciación de la liberación de glutamato por los 
βARs está mediada por un incremento en los niveles de AMPc (Millan et al., 
2002a) se procedió a averiguar si esta modulación de la liberación de glutamato 
podía estar alterada en los sinaptosomas Fmr1 KO. 
 
2.1. Potenciación   por receptores β adrenérgicos en corteza cerebral. 
2.1.1. La potenciación por el receptor β adrenérgico  de la liberación de 
glutamato inducida por KCl 5mM se pierde en los sinaptosomas 
cerebrocorticales carentes de la proteína FMRP sin que existan cambios en la 
expresión del receptor o en su capacidad para inducir la síntesis de AMPc. 
La potenciación por los βARs de la liberación de glutamato presenta dos 
componentes: uno dependiente de PKA y otro independiente de esta quinasa, 
pero dependiente de proteínas Epac (Ferrero et al., 2013a). Los experimentos de 
potenciación de la liberación exigen estímulos submáximos como los 
proporcionados por KCl 5 mM con el fin de no agotar las vesículas sinápticas y 
que quede margen para que se exprese el mecanismo de potenciación.  
La estimulación de los sinaptosomas WT de corteza cerebral con KCl 5 
mM indujo una liberación de glutamato de 1,45±0,12 nmol/mg prot., n=16, que 
se incrementó hasta (2,2±0,15nmol/mg prot., n=16, p<0,001, ANOVA con 
Bonferroni, Figura 22A, C) tras la activación de los βARs con isoproterenol 100 
μM. Sin embargo, en los ratones Fmr1 KO la liberación inducida por KCl 5 mM 
(1,56±0,05 nmol/mg prot., n=9) no aumentó en presencia de isoproterenol 100 




22B, C). Por tanto, la ausencia de FMRP conlleva la pérdida de la potenciación 
de la liberación por los receptores β adrenérgicos. 
 
Figura 22. La potenciación por el receptor β adrenérgico  de la liberación de glutamato 
inducida por K+ 5 mM se pierde en los sinaptosomas cerebrocorticales carentes de la proteína 
FMRP. 
(A, B) promedio de registros de la liberación de glutamato inducida por KCl 5 mM  en 
sinaptosomas de corteza cerebral de genotipo silvestre, WT,  (A) y carentes de la proteína 
FMRP, Fmr1 KO, (B), en ausencia y en presencia del agonista β adrenérgico isoproterenol (100 
μM) añadido 1min antes que KCl. La liberación dependiente de Ca2+ se determinó como la 
diferencia entre la liberación en presencia de Ca2+ (1,33 mM) y en presencia de EGTA. (C) 
Diagrama que muestra el promedio de la liberación de glutamato en estas condiciones. Los 
datos se expresaron como la media ± SEM (barras de error). ***p<0,001 (ANOVA con 
Bonferroni) comparados con datos control. 
 
Si bien no se ha descrito que la proteína FMRP interaccione con el ARNm 
de los receptores β adrenérgicos, sí lo hace con el ARNm de la kinasa de estos 
receptores (Darnell et al., 2011) por lo que los niveles de receptor en los 
terminales sinápticos Fmr1 KO podrían estar alterados. Por ello, se realizaron 
experimentos de inmunofluorescencia con anticuerpos contra el receptor β1 
adrenérgico y contra la proteína vesicular sinaptofisina. Los resultados 
mostraron que el receptor se expresa en el 38,4±2,0% de los sinaptosomas 
procedentes de ratones WT (23 campos analizados, Figura 23A, C) y en el 
39,6±1,5% de los sinaptosomas de animales Fmr1 KO (25 campos analizados, 




no altera la expresión del receptor 1 adrenérgico en el conjunto de la población 
de terminales sinápticos. 
Asimismo, se caracterizó la expresión del receptor en la subpoblación de 
terminales glutamatérgicos mediante el uso de anticuerpos frente a los 
transportadores vesiculares de glutamato vGluT1 y vGluT2.  Los resultados 
indican que no existen diferencias entre animales WT (20,52±2,01%, 15 campos 
analizados, Figura 23D, F y 18,76±2,09%, 9 campos analizados, Figura 23G, I) y 
Fmr1 KO (20,51±2,26%, 13 campos analizados, p=0,9974, t de Student, Figura 
23E, F y 24,42±4,07%, 11 campos analizados, p=0,2629, t de Student, Figura 23H, 
I) para vGluT1 y vGluT2 respectivamente. 
Por tanto, la ausencia de la proteína FMRP no altera la expresión de los 
βARs en los botones sinápticos glutamatérgicos  por lo que la pérdida de la 
potenciación de la liberación de glutamato podría deberse a cambios en la 






Figura 23. La ausencia de la proteína FMRP no afecta a la expresión del receptor β1 
adrenérgico. 
Inmunofluorescencia de sinaptosomas de genotipo salvaje, WT, (A, D, G) y carentes de la 
proteína FMRP, Fmr1 KO, (B, E, H), fijados en cubreobjetos polilisinados y teñidos con 
anticuerpos contra el receptor  β1 adrenérgico (1:200) y la proteína vesicular sinaptofisina 
(1:500) (A, B), contra el receptor  β1 adrenérgico (1:200) y el transportador de glutamato vGluT1 
(1:500) (D, E) y contra el receptor  β1 adrenérgico (1:200) y el transportador de glutamato 
vGluT2 (1:500) (G, H).  Barra de escala, 5 μm. Las flechas indican terminales donde existe 
colocalización. (C, F, I) Cuantificación de la expresión de β1AR en sinaptosomas WT y Fmr1 KO 
marcados con sinaptofisina (C), vGluT1 (F) y vGluT2 (I). Los datos se expresaron como la media 








La proteína Munc13 desempeña un papel fundamental en la liberación 
de neurotransmisor (Rhee et al., 2002; Rosenmund et al., 2002), por lo que se 
decidió analizar la expresión de las isoformas Munc13-1 y Munc13-2, presentes 
en corteza, en los terminales sinápticos frente a sinaptofisina, obteniéndose 
resultados muy semejantes entre ratones WT (47,58±5,49%, 9 campos 
analizados, Figura 24A, C y 47,7±5,85%, 9 campos analizados, Figura 24D,F) y 
Fmr1 KO (51,82±2,25%, 9 campos analizados, p=0,485, t de Student, Figura 24B, 
C y 42,56±3,44%, 9 campos analizados, p=0,4702, t de Student, Figura 24E, F) 
para Munc13-1 y Munc13-2 respectivamente. Sin embargo, en ausencia de 
FMRP,  el receptor β1 adrenérgico tiende a expresarse más en terminales 
sinápticos que contienen Munc13-2 (11,54±1,01%, 26 campos analizados, Figura 
24H, I y 28,95±3,45%, 14 campos analizados, Figura 24K, L) en comparación con 
animales WT (14±1,07%, 15 campos analizados, p=0,123, t de Student, Figura 
24G, I y 18,77±2,27%, 14 campos analizados, p=0,0189, t de Student, Figura 24J, 
L) para Munc13-1 y Munc13-2 respectivamente. Dado que la isoforma Munc13-
2 , junto con las isoformas Munc13-1 y Munc13-3, también está implicada en la 
potenciación de la liberación de neurotransmisor (Rosenmund et al., 2002; 
Martin et al., 2018), es poco probable que la falta de potenciación de la liberación 
de glutamato por los βARs de los sinaptosomas Fmr1 KO sea debida al 







Figura 24. La ausencia de la proteína FMRP no afecta a la expresión de las isoformas de 
Munc13, aunque sí a la coexpresión de β1AR con Munc13-2. 
Inmunofluorescencia de sinaptosomas de genotipo salvaje, WT, (A, D, G, J) y carentes de la 
proteína FMRP, Fmr1 KO, (B, E, H, K), fijados en cubreobjetos polilisinados y teñidos con 
anticuerpos contra la proteína de la zona activa Munc13-1 (1:500) y la proteína vesicular 
sinaptofisina (1:500) (A, B), contra la proteína de la zona activa Munc13-2 (1:500) y la proteína 
vesicular sinaptofisina (1:500) (D, E), contra el receptor  β1 adrenérgico (1:200) y la proteína de 
la zona activa Munc13-1 (1:500) (G, H) y contra el receptor  β1 adrenérgico (1:200) y la proteína 
de la zona activa Munc13-2 (1:500) (J, K).  Barra de escala, 5 μm. Las flechas indican terminales 
donde hay colocalización. (C, F, I, L) Cuantificación de la expresión de Munc13-1 en 
sinaptosomas WT y  Fmr1 KO  marcados con sinaptofisina (C), de Munc13-2 en sinaptosomas 
WT y  Fmr1 KO  marcados con sinaptofisina (F) de β1AR en sinaptosomas WT y  Fmr1 KO  
marcados con Munc13-1 (I) y de β1AR en sinaptosomas WT y  Fmr1 KO  marcados con Munc13-
2 (L). Los datos se expresaron como la media ± SEM (barras de error). No significativo, p>0,05, * 




Se planteó, entonces, la posibilidad de una alteración en el acoplamiento 
del receptor a la adenilato ciclasa y de un fallo en la generación de AMPc como 
la causa de la ausencia de potenciaciób por los ARs. En este sentido se ha 
descrito que las plaquetas de pacientes de FXS tienen un déficit en la síntesis de 
AMPc por una posible alteración en la subunidad catalítica de la adenilato 
ciclasa (Berry-Kravis & Huttenlocher, 1992). Así, se procedió a determinar los 
niveles de AMPc sintetizados por los sinaptosomas en presencia del agonista 
isoproterenol y del activador de adenilato ciclasa forskolina (ver apartado 2.3. 
de “Material y métodos”). El isoproterenol (100 M) incrementó los niveles 
basales de AMPc en un (49,6±6,0%, n=10, p>0,05, ANOVA con Bonferroni) y en 
un (47,4±5,0%, n=8, p>0,05, ANOVA con Bonferroni) en sinaptosomas WT y 
Fmr1 KO, respectivamente (Figura 25). Por otro lado, el activador de la 
adenilato ciclasa forskolina 15μM elevó los niveles basales de AMPc en un 
(230,7±41,0%, n=8, p<0,001, ANOVA con Bonferroni) y en un (270,2±15,2%, n=6, 
p<0,001, ANOVA con Bonferroni) en las preparaciones WT y Fmr1 KO, 
respectivamente (Figura 25). La comparación de los datos entre ambos 
fenotipos para isoproterenol (p>0,05, ANOVA con Bonferroni) y forskolina 
(p>0,05, ANOVA con Bonferroni) indica una respuesta similar y que, por tanto, 
la ausencia de potenciación de la liberación por los βARs no se debe a  una 
alteración en la generación de AMPc. 
 
Figura 25. La ausencia de la proteína FMRP no afecta a la 
generación de AMPc inducida por el receptor β adrenérgico o 
por forskolina en sinaptosomas cerebrocorticales.  
El isoproterenol (100 μM, 10min)  y la forskolina (15 μM, 10min) 
se añadieron 5 min después de IBMX (15 min, 1 mM, ver 
"Materiales y métodos"). La acumulación de AMPc  inducida se 
normalizó respecto de los valores basales de sinaptosomas 
cerebrocorticales sin tratar. Los datos se expresaron como la 







2.1.2. La potenciación por el activador de la adenilato ciclasa forskolina 
y por el activador de la proteína Epac 8-pCPT de la liberación de glutamato 
inducida por KCl 5 mM se pierde en los sinaptosomas carentes de la proteína 
FMRP. 
La potenciación de la liberación dependiente de receptores βARs se inicia 
con una señalización que incluye la generación de AMPc y la activación de 
proteínas Epac (Ferrero et al., 2013a). Para descartar una pérdida de sensibilidad 
al AMPc de la maquinaria de señalización implicada en la potenciación en los 
terminales sinápticos Fmr1 KO se empleó el activador de la adenilato ciclasa 
forskolina que proporciona una mayor elevación de AMPc que isoproterenol. 
Forskolina (15 μM) incrementó la liberación de glutamato (1,18±0,04 nmol/mg 
prot., n=10 y 2,04±0,1 nmol/mg prot., n=10, p<0,001, ANOVA con Bonferroni, 
Figura 26A, C) en ausencia y presencia de forskolina en sinaptosomas WT. Sin 
embargo, en sinaptosomas Fmr1 KO la liberación inducida por KCl 5 mM 
(1,16±0,14 nmol/mg prot., n=8) no se incrementó en presencia de forskolina (15 
μM) (1,14±0,14 nmol/mg prot., n=8, p>0,05, ANOVA con Bonferroni, Figura 
26B, C). Por tanto, estos experimentos muestran que ni siquiera una mayor 
generación de AMPc potencia la liberación de glutamato en los sinaptosomas 
Fmr1 KO y sugieren un fallo posterior a la activación de la adenilato ciclasa en 







Figura 26. La potenciación por el activador de la adenilato ciclasa forskolina de la liberación 
de glutamato inducida por K+ 5 mM se pierde en los sinaptosomas carentes de la proteína 
FMRP. 
(A, B) promedio de registros de la liberación de glutamato inducida por KCl 5 mM  en 
sinaptosomas de corteza cerebral de genotipo silvestre, WT, (A) y carentes de la proteína FMRP, 
Fmr1 KO, (B), en ausencia y en presencia del activador de la adenilato ciclasa forskolina (15 μM) 
añadido 1 min antes que KCl. La liberación dependiente de Ca2+ se determinó como la 
diferencia entre la liberación en presencia de Ca2+ (1,33 mM) y en presencia de EGTA. (C) 
Diagrama que muestra el promedio de la liberación de glutamato con forskolina 15 μM. Los 
datos se expresaron como la media ± SEM (barras de error). ***p<0,001 (ANOVA con 
Bonferroni) comparados con datos control.  
 
Estudios previos del grupo han mostrado que la potenciación de la 
liberación de glutamato inducida por los βARs implica un componente 
independiente de PKA que depende a su vez de la activación de la proteína 
Epac.  Además, la activación de las proteínas Epac incrementa la actividad de 
PLC, lo que se traduce en un aumento de los niveles de DAG, que favorecerá la 
traslocación de la proteína Munc13 e incrementará, en último término, el 
número de VSs colocadas en la membrana de la zona activa (Rhee et al., 2002; 
Ferrero et al., 2013a; Fernandes et al., 2015). 
Así, se procedió a activar la vía de señalización de los receptores βARs 
con 8-pCPT, un análogo sintético del AMPc, que activa específicamente las 
proteínas Epac (Enserink et al., 2002). 8-pCPT (50 μM) incrementó los valores de 
liberación de glutamato (1,14±0,07 nmol/mg prot., n=5 y 1,86±0,09 nmol/mg 




presencia de 8-pCPT en ratones WT. En cambio, en los sinaptosomas de ratones 
Fmr1 KO 8-pCPT (50 μM) no incrementó la liberación de glutamato, (1,37±0,1 
nmol/mg prot., n=5) y (1,24±0,05 nmol/mg prot., n=5, p>0,05, ANOVA con 
Bonferroni, Figura 27B, C) en ausencia y en presencia del activador, 
respectivamente. Estos resultados, junto con los anteriores, indican que ni 
isoproterenol, ni forskolina, ni 8-pCPT son capaces de poner en marcha la 
señalización que lleva a un aumento de la liberación de neurotransmisor en los 
terminales sinápticos carentes de FMRP. 
 
Figura 27. La potenciación por el activador de la proteína Epac  8-pCPT de la liberación de 
glutamato inducida por K+ 5 mM se pierde en los sinaptosomas carentes de la proteína 
FMRP. 
(A, B) Promedio de registros de la liberación de glutamato inducida por KCl 5 mM  en 
sinaptosomas de corteza cerebral genotipo silvestre, WT, (A), y carentes de la proteína FMRP, 
Fmr1 KO, (B), en ausencia y en presencia del activador 8-pCPT (50 μM) añadido 1min antes que 
KCl. La liberación dependiente de Ca2+ se determinó como la diferencia entre la liberación en 
presencia de Ca2+ (1,33 mM) y en presencia de EGTA. (C) Diagrama que muestra el promedio 
de la liberación de glutamato en dichas condiciones. Los datos se expresaron como la media ± 
SEM (barras de error). ***p<0,001 (ANOVA con Bonferroni) comparados con datos control.  
 
2.1.3. Las sinapsis corticales carentes de FMRP presentan mayor 
número de vesículas sinápticas en contacto con la membrana presináptica y el 
isoproterenol no aumenta este número. 
La ausencia de potenciación de la liberación de neurotransmisor en 
terminales carentes de FMRP podría deberse a una alteración en la maquinaria 




las VSs en el hipocampo que se traduce en un aumento del número de VSs 
colocadas en contacto con la membrana (docked synaptic vesicles) (Deng et al., 
2011b), cambio que podría explicarse por los mayores niveles de DAG de los 
ratones Fmr1 KO (Tabet et al., 2016a; Tabet et al., 2016b). Dado que la 
potenciación de la liberación por los βARs conlleva un aumento del número de 
vesículas amarradas a la membrana (Ferrero et al., 2013a) podría pensarse en 
una posible oclusión de la potenciación en los ratones carentes de FMRP. 
Para saber si la distribución de las VSs está alterada en la corteza cerebral 
de los animales Fmr1 KO se realizaron experimentos de microscopía electrónica 
de transmisión en rodajas de corteza en condiciones basales y tratadas con 
isoproterenol (ver apartado 2.7. de “Material y métodos”) en las que se 
cuantificó la distribución de las VSs por su posición relativa respecto de la 
membrana presináptica en la zona activa. Las vesículas en contacto con la 
membrana de los animales WT (2,4±0,1 vesículas, n=131 sinapsis analizadas, 3 
ratones, Figura 28A, C) aumentaron hasta (4,6±0,2 vesículas, n=135 sinapsis 
analizadas, 3 ratones, p<0,001, ANOVA con Bonferroni Figura 28B, C) tras el 
tratamiento con isoproterenol (100 µM, 10 min). En los ratones Fmr1 KO se 
observó que basalmente tienen un mayor número de vesículas colocadas en la 
membrana de la zona activa (4,2±0,2 vesículas, n=112 sinapsis analizadas, 3 
ratones, p<0,001, ANOVA con Bonferroni, Figura 28D, F) y que el isoproterenol 
no incrementó este número (4,5±0,2 vesículas, n=124 sinapsis analizadas, 3 






Figura 28. Las sinapsis 
corticales carentes de 
FMRP presentan mayor 
número de vesículas 
sinápticas en contacto con 
la membrana presináptica 
y el isoproterenol no 
aumenta este número. 
(A, B, D, E) Micrografías 
electrónicas representativas 
de la distribución de 
vesículas en terminales 
sinápticos de las capas 
II/III de la corteza cerebral  
de animales de genotipo 
silvestre, WT, (A, B), y 
carentes de la proteína 
FMRP, Fmr1 KO, (D, E), en 
condiciones basales (A, D) 
o tras el tratamiento con 
isoproterenol (100 μM, 10 
min) (B, E). Barra de escala 
100 nm. (C, F) 
Cuantificación de la 
distribución de las VSs 
relativa a la distancia a la 
membrana de la zona activa 
(distribuidas en intervalos 
de 10nm) en las rodajas de 
animales WT (C) y Fmr1 
KO (F). Los datos se 
expresaron como la media ± 
SEM (barras de error). 
*p<0,05, **p<0,01, 
***p<0,001 (t de Student) 
cambios inducidos por 
isoproterenol comparados 
con datos obtenidos en 
rodajas control (sin tratar). 
###p<0,001 (ANOVA con 
Bonferroni) cambios en las 
VSs colocadas  inducidos 






Estos resultados sugieren que la incapacidad del isoproterenol para 
incrementar el número de vesículas colocadas en la membrana de la zona activa 
podría explicar la ausencia de potenciación de la liberación de glutamato de los 
sinaptosomas Fmr1 KO.  
 
2.1.4. La ausencia de FMRP incrementa la liberación espontánea de 
glutamato y ocluye la potenciación inducida por isoproterenol en 
sinaptosomas cerebrocorticales  
El número de vesículas sinápticas colocadas en la membrana de la zona 
activa se corresponde con el RRP y, por tanto, con las vesículas sinápticas  
capacitadas para la fusión (Rosenmund & Stevens, 1996; Schikorski & Stevens, 
2001). Dado que en animales Fmr1 KO hay un mayor número de VSs colocadas 
en la zona activa, cabe esperar que esto tenga una repercusión en la liberación 
del neurotransmisor. Por ello, se procedió a estudiar la liberación espontánea de 
glutamato en sinaptosomas. Esta liberación se caracteriza por producirse en 
ausencia de estímulo como respuesta al calcio citosólico residual o a la apertura 
estocástica de canales de calcio (Ermolyuk et al., 2013; Kaeser & Regehr, 2014). 
Para minimizar la participación de los canales de Ca2+ dependientes de 
voltaje, los experimentos se realizaron en presencia del bloqueante de canales 
de Na+ tetrodotoxina, que impide la despolarización de la membrana por 
apertura de estos canales. Los resultados mostraron que la liberación 
espontánea de glutamato en sinaptosomas WT (1,54±0,07 nmol/mg prot., n=5), 
aumentaba en presencia de isoproterenol (100 μM) (2,05±0,06 nmol/mg prot., 
p<0,001, ANOVA con Bonferroni, n=6, Figura 29A, C). En los sinaptosomas 
Fmr1 KO la liberación espontánea en ausencia de isoproterenol (1,94±0,06 
nmol/mg prot., n=5) fue mayor (p<0,01, ANOVA con Bonferroni) que en los 
sinaptosomas WT. Además, en los sinaptosomas Fmr1 KO isoproterenol (100 
μM) no incrementó la liberación espontánea (2,01±0,08 nmol/mg prot., n=4, 




carentes de la proteína FMRP la potenciación de la liberación espontánea por 
isoproterenol está ocluida. 
 
Figura 29. La ausencia de FMRP incrementa la liberación espontánea de glutamato y ocluye 
la potenciación inducida por isoproterenol en sinaptosomas cerebrocorticales carentes de la 
proteína FMRP. 
(A, B) Promedio de registros de la liberación espontánea de glutamato en sinaptosomas de 
corteza cerebral de genotipo silvestre, WT,  (A), y carentes de la proteína FMRP, Fmr1 KO, (B), 
en ausencia y en presencia del agonista del receptor β adrenérgico isoproterenol (100 μM) 
añadido 100s después del inicio del registro. La liberación espontanea se determinó en medio 
con Ca2+ (1,33 mM) en ausencia de estimulación y en presencia del bloqueante de canales de 
Na+ TTx (1 μM), añadido 2-3 min antes de empezar el registro.  (C) Diagrama con el promedio 
de la liberación espontánea de glutamato en dichas condiciones. Los datos se expresaron como 
la media ± SEM (barras de error). ***p<0,001 (ANOVA con Bonferroni) comparado con datos 
control. ##p<0,01 (ANOVA con Bonferroni) comparado con animales de genotipo silvestre WT. 
 
2.1.5. La ausencia de la proteína FMRP también lleva a la pérdida de la 
potenciación por receptores β adrenérgicos de la liberación de glutamato 
inducida con ionomicina 
Aunque la liberación espontánea desveló la oclusión de la potenciación 
de la liberación de glutamato en ausencia de FMRP, la liberación inducida tiene 
mayor relevancia fisiológica, por lo que se recurrió a experimentos en los que la 
liberación de glutamato se estimuló con el ionóforo de Ca2+ ionomicina. 
 Las sinapsis Fmr1 KO tienen más vesículas en las proximidades de la 
membrana, pero el reclutamiento de VSs adicionales parece estar impedido, ya 




posibilidad es que, incluso una estimulación moderada como la de KCl 5 mM, 
lleve a una situación de déficit en la disponibilidad de VSs para la liberación  
por depleción del RRP, que representa sólo una fracción de las VS que se 
reciclan (Rizzoli & Betz, 2005). En este sentido hay que tener en cuenta que la 
despolarización por KCl es prolongada (5 min) y, además, promueve la entrada 
de Ca2+ localizada en la zona activa. Por ello, se planteó realizar una 
estimulación más débil de los sinaptosomas con el ionóforo de Ca2+ ionomicina 
que se inserta en la membrana y promueve una entrada de Ca2+ deslocalizada 
en el botón sináptico lo que lleva a una liberación de neurotransmisor que es 
independiente de la actividad de los canales de Ca2+ (Jovanovic et al., 2001).  
La concentración de ionomicina se ajustó en cada serie de experimentos 
para inducir una liberación de 0,4-0,7 nmoles de glutamato con el fin de dejar el 
margen suficiente para que la potenciación pudiese tener lugar. En estos 
experimentos se observó que, en los sinaptosomas WT, el agonista isoproterenol 
(100 μM) incrementó la liberación hasta (0,84±0,05 nmol/mg prot., n=17) desde 
una liberación control de (0,47±0,03 nmol/mg prot., n=12, p<0,001, ANOVA 
con Bonferroni Figura 30A, C). No obstante, hay que decir que el agonista 
isoproterenol siguió sin potenciar la liberación en los sinaptosomas Fmr1 KO, 
(0,49±0,03 nmol/mg prot., n=13, en ausencia y 0,47±0,03 nmol/mg prot., n=13, 
p>0,05, ANOVA con Bonferroni, Figura 30B, C, en presencia del isoproterenol). 
Por tanto, la potenciación por los βARs de la liberación de glutamato en las 







Figura 30. La potenciación por receptores β adrenérgicos de la liberación de glutamato 
inducida con ionomicina se pierde en ausencia de la proteína FMRP. 
(A, B) Promedio de registros de la liberación de glutamato inducida por ionomicina (0,5-2 μM) 
en sinaptosomas de corteza cerebral de genotipo silvestre, WT, (A), y carentes de la proteína 
FMRP, Fmr1 KO, (B), en ausencia y en presencia del agonista β adrenérgico isoproterenol (100 
μM) añadido 1 min antes de ionomicina. Todos los experimentos se realizaron en presencia de 
TTx (1μM) añadida 2-3 min antes del inicio del registro. (C) Promedio de la liberación de 
glutamato en dichas condiciones. Los datos se expresaron como la media ± SEM (barras de 
error). ***p<0,001 (ANOVA con Bonferroni) comparados con datos control. 
 
Se probó a activar la vía de señalización iniciada por el receptor β 
adrenérgico actuando directamente en la adenilato ciclasa con forskolina. Como 
era esperable, en los ratones WT la liberación inducida por ionomicina 
(0,61±0,05 nmol/mg prot., n=4) aumentó (1,30±0,11 nmol/mg prot., n=6, 
p<0,01, ANOVA con Bonferroni, Figura 31A, C) tras la adición de forskolina (15 
µM). Sin embargo, en este caso sí se observó que en los sinaptosomas Fmr1 KO 
la forskolina potenciaba la liberación (0,58±0,03 nmol/mg prot., n=2 y 1,16±0,09 
nmol/mg prot., n=6, en ausencia y en presencia del activador, p<0,05, ANOVA 





Figura 31. El activador de la adenilato ciclasa forskolina potencia la liberación de glutamato 
inducida por ionomicina en ausencia de la proteína FMRP.  
(A, B) Promedio de registros de la liberación de glutamato inducida por ionomicina (0,5-2 μM) 
en sinaptosomas de corteza cerebral de genotipo silvestre, WT, (A), y carentes de la proteína 
FMRP, Fmr1 KO, (B), en ausencia y en presencia del activador de adenilato ciclasa forskolina (15 
μM) añadido 1 min antes de ionomicina. Todos los experimentos se realizaron en presencia de 
TTx (1μM) añadida 2-3 min antes del inicio del registro. (C) Promedio de la liberación de 
glutamato en dichas condiciones. Los datos se expresaron como la media ± SEM (barras de 
error). *p<0,05, **p<0,01 (ANOVA con Bonferroni) comparados con datos control. 
 
Dado que la señalización presináptica de los βARs depende de proteínas 
Epac (Ferrero et al., 2013a), se determinó si los ratones Fmr1 KO también 
conservaban la capacidad de potenciación cuando se activa la vía a este nivel.  
La liberación de glutamato inducida por ionomicina (0,58±0,04 nmol/mg prot., 
n=4) se incrementó con el activador de Epac 8-pCPT (50 μM) (1,14±0,06 
nmol/mg, n=7, p<0,001, ANOVA con Bonferroni, Figura 3A, C) en los ratones 
WT, así como en los ratones Fmr1 KO (0,50±0,03 nmol/mg prot., n=4 en 
ausencia y 1,07±0,07 nmol/mg prot., n=11, p<0,001, ANOVA con Bonferroni, en 





Figura 32. El activador de la proteína Epac 8-pCPT potencia la liberación de glutamato 
inducida por ionomicina en ausencia de la proteína FMRP.  
(A, B) Promedio de registros de la liberación de glutamato inducida por ionomicina (0,5-2 μM) 
en sinaptosomas de corteza cerebral de genotipo silvestre, WT, (A), y carentes de la proteína 
FMRP, Fmr1 KO, (B), en ausencia y en presencia del activador de la proteína Epac 8-pCPT (50 
μM) añadido 1 min antes de ionomicina. Todos los experimentos se realizaron en presencia de 
TTx (1 μM) añadida 2-3 min antes del inicio del registro. (C) Promedio de la liberación de 
glutamato en dichas condiciones. Los datos se expresaron como la media ± SEM (barras de 
error). ***p<0,001 (ANOVA con Bonferroni) comparados con datos control. 
 
Estos datos indican que es posible recuperar la potenciación de la 
liberación en sinapsis Fmr1 KO activando la vía dependiente de AMPc a 
distintos niveles, siempre que se utilice un estímulo débil como ionomicina. No 
obstante, hay que señalar que estos mismos datos también revelan la falta de 
eficacia del AMPc generado por el receptor para activar dicha vía y potenciar la 
liberación.  
 
2.1.6. Los inhibidores de fosfodiesterasas potencian la liberación 
espontánea de glutamato en ausencia de FMRP. 
Dado que la potenciación de la liberación de glutamato tiene lugar 
cuando se emplea un estímulo débil y cuando se activa la vía de señalización en 
alguna etapa posterior al receptor y puesto que el receptor  adrenérgico se 




de eficacia del AMPc podría deberse a una síntesis de AMPc deslocalizada 
respecto de la maquinaria exocitotica o a un exceso de degradación del 
nucleótido por las fosfodiesterasas. 
El IBMX es un inhibidor no competitivo de las fosfodiesterasas 4, 3, 1, 5 y 
2. Puesto que la liberación espontánea es sensible a los cambios en los niveles de 
AMPc (Ferrero et al., 2013a) se llevó a cabo la curva dosis-respuesta sobre la 
liberación espontánea con distintas concentraciones de IBMX (1 μM-1 mM, 15 
min) (Figura 33) con el fin de determinar la concentración óptima del mismo. 
IBMX  incrementó la liberación espontánea a un nivel máximo a 
concentraciones de 1 mM con valores similares en los sinaptosomas WT 
(36,8±2,2%, n=4) y Fmr1 KO (36,0±0.5%, n=5, p>0,05, ANOVA con Bonferroni), 
por lo que se utilizó la concentración de 1mM en los siguientes experimentos. 
 
Figura 33. El inhibidor de fosfodiesterasas IBMX potencia 
la liberación espontánea de glutamato en ausencia de 
FMRP. 
Potenciación de la liberación espontánea de glutamato a 
distintas concentraciones de IBMX (0,001-1 mM) añadido 15 
min antes de iniciar el registro de liberación. La liberación se 
normalizó frente al control en ausencia de IBMX. Todos los 
experimentos se realizaron en presencia de TTx (1 μM) 
añadida 2-3 min antes del inicio del registro. Los datos se 
expresaron como la media ± SEM (barras de error). No 
significativo p>0,05 (ANOVA con Bonferroni) comparado 
con sinaptosomas de genotipo silvestre WT. 
 
 
Como ya se ha señalado, la ausencia de potenciación de la liberación de 
glutamato en respuesta a la activación de los βARs con isoproterenol no parece 
deberse a un fallo en la generación de AMPc sino a la ineficacia del nucleótido 
para activar la vía de señalización. Una posible explicación de este fenómeno es 
un exceso de degradación del AMPc por las fosfodiesterasas. En este sentido, se 
ha observado que el ARNm de la PDE2A es una diana prominente de FMRP 




Además, se ha descrito que la inhibición de la actividad fosfodiesterasa corrige 
el exceso de LTD dependiente de los receptores mGlu en el hipocampo de los 
ratones Fmr1 KO (Darnell et al., 2011; Choi et al., 2015; Maurin et al., 2018b). Por 
todo ello se decidió recurrir al empleo de inhibidores de fosfodiesterasas para 
recuperar la potenciación de la liberación de glutamato inducida por la 
activación de los βARs. 
En los sinaptosomas Fmr1 KO el inhibidor de PDEs de amplio espectro 
IBMX (1 mM, 15 min) rescató parcialmente la potenciación por el agonista 
isoproterenol de la liberación inducida por ionomicina (0,52±0,03 nmol/mg 
prot., n=8 y 0,85±0,03 nmol/mg prot., n=15, en ausencia y en presencia del 
agonista, p<0,001, ANOVA con Bonferroni, Figura 34B, C). La potenciación por 
isoproterenol (100 μM) en los sinaptosomas WT fue, no obstante, ligeramente 
mayor (p<0,001, ANOVA con Bonferroni) (0,67±0,01 nmol/mg, n=6 en ausencia 
y 1,19±0,05 nmol/mg, n=13, en presencia del agonista, p<0,001, ANOVA con 










Figura 34. El inhibidor de fosfodiesterasas IBMX rescata parcialmente la potenciación por el 
receptor β adrenérgico de la liberación inducida por ionomicina en ausencia de la proteína 
FMRP. 
(A, B) Promedio de registros de la liberación de glutamato inducida por ionomicina (0,5-2 μM) 
en sinaptosomas de corteza cerebral de genotipo silvestre, WT,  (A), y carentes de la proteína 
FMRP, Fmr1 KO, (B),  en ausencia y en presencia del agonista del receptor β1 adrenérgico 
Isoproterenol (100 μM) añadido 1 min antes de ionomicina. Los experimentos se realizaron en 
presencia del inhibidor de fosfodiesterasas IBMX (1 mM) añadido 15min antes de iniciar el 
registro de liberación. Todos los experimentos se realizaron en presencia de TTx (1 μM) que se 
aplicó 2-3 min antes del inicio del registro. (C) Promedio de la liberación de glutamato en dichas 
condiciones. Los datos se expresaron como la media ± SEM (barras de error). ***p<0,001 
(ANOVA con Bonferroni) comparados con datos control, ### p<0,001 (ANOVA con 
Bonferroni) comparados entre WT y Fmr1 KO. 
 
Estos resultados refuerzan la idea de que la ausencia de potenciación por 
los βARs en los terminales sinápticos Fmr1 KO se debe a una menor eficacia del 
AMPc para activar la vía de señalización, que se puede corregir favoreciendo la 
acumulación del nucleótido mediante la inhibición de su degradación por las 
fosfodiesterasas. 
IBMX es un inhibidor de fosfodiesterasa inespecífico que no permite 
identificar la PDE implicada en el rescate de la potenciación de la liberación por 
los βARs. PDE2A es la fosfodiesterasa más abundante la corteza cerebral 
(Stephenson et al., 2009; Lakics et al., 2010; Stephenson et al., 2012). Además, 
PDEA2 se expresa en la membrana presináptica (Russwurm et al., 2009),  se 




expresión altamente regulada por FMRP (Darnell et al., 2011; Maurin et al., 
2018a; Maurin et al., 2018b). Por ello, se empleó el inhibidor específico de 
PDE2A BAY 60-7550, para averiguar si esta fosfodiesterasa podía constituir una 
diana para el rescate de la potenciación de la liberación de glutamato. 
En sinaptosomas Fmr1 KO, BAY 60-7550 (15 min, 2 µM) rescata en gran 
medida la potenciación de la liberación por isoproterenol (0,58±0,03 nmol/mg 
prot., n=3 y 0,90±0,05 nmol/mg prot., n=6, en ausencia y presencia del agonista, 
respectivamente, p=0,0039, t de Student, Figura 35A, E) en comparación con la 
potenciación observada en la preparación WT en presencia de isoproterenol 
(p=0,9195, t de Student).  
Este rescate por el inhibidor BAY 60-7550 fue concentración-dependiente, 
ya que, a concentraciones más altas (10 μM, 15 min), incrementó la potenciación 
de la liberación de glutamato inducida por isoproterenol en Fmr1 KO (0,53±0,03 
nmol/mg prot., n=6 y 1,14±0,1 nmol/mg prot., n=14, en ausencia y presencia 
del agonista, respectivamente, p<0,05, ANOVA con Bonferroni, Figura 35C, E) 
hacia valores superiores, incluso, a los obtenidos en WT en presencia 
exclusivamente de isoproterenol (p<0,05, ANOVA con Bonferroni, datos de 








Figura 35.   El inhibidor de la fosfodiesterasa 2 BAY 60-7570 rescata completamente la 
potenciación por el receptor β adrenérgico de la liberación inducida por ionomicina en 
sinaptosomas Fmr1 KO. 
(A, B) Promedio de registros de la liberación de glutamato inducida por ionomicina (0,5-2 μM) 
en sinaptosomas de corteza cerebral carentes de la proteína FMRP, Fmr1 KO, en ausencia y en 
presencia del agonista del receptor β adrenérgico isoproterenol (100 μM) añadido 1 min antes de 
ionomicina. Los experimentos se realizaron en presencia del inhibidor de la fosfodiesterasa 2 
BAY 60-7550 (2 μM) (A) y (10 μM) (B,) añadido 15min antes de iniciar el registro. Todos los 
experimentos se realizaron en presencia de TTx (1μM) que se aplicó 2-3 min antes del inicio del 
registro. (C) Promedio de la liberación de glutamato en dichas condiciones. Los datos se 
expresaron como la media ± SEM (barras de error). *p<0,05, **p<0,01 (ANOVA con Bonferroni) 
comparados con datos control, #p<0,05 (ANOVA con Bonferroni) comparados con la 
potenciación inducida por isoproterenol en ausencia de BAY 60-7550 en animales WT.  
 
Por tanto, la inhibición de la PDE2A restaura la eficacia del AMPc 
generado por los βARs para activar la vía que potencia la liberación. 
 La PDE2A es capaz de hidrolizar AMPc y GMPc teniendo, en 
condiciones basales, mayor preferencia por este último. Sin embargo, la 
presencia del GMPc induce un cambio conformacional en la PDE2A que 
aumenta la afinidad del enzima por el AMPc hasta 6 veces (Zhang et al., 2015a). 
Por ello se planteó estudiar si un incremento de la actividad de la PDE2A en 
animales WT era capaz de suprimir la potenciación inducida por isoproterenol. 
El DEANO es un donador de óxido nítrico capaz de incrementar los 
niveles de GMPc mediante estimulación de la guanilato ciclasa. Los resultados 
mostraron que el DEANO (20 μM) revirtió la potenciación de la liberación de 




(0,57±0,01 nmol/mg prot., n=4 y 0,5±0,03 nmol/mg prot., n=9 en ausencia y en 
presencia de isoproterenol,  100 μM, respectivamente, p<0,01, ANOVA con 
Bonferroni, Figura 36A, B). Estos resultados parecen confirmar que la PDE2A 
participa en la degradación del AMPc de la ruta de los βARs. 
 
 
Figura 36.   El donador de óxido nítrico DEANO suprime la potenciación inducida por 
isoproterenol en terminales cerebrocorticales WT. 
(A) Promedio de registros de la liberación de glutamato inducida por ionomicina (0,5-2 μM) en 
sinaptosomas de corteza cerebral de genotipo silvestre, WT en ausencia y en presencia del 
agonista del receptor β adrenérgico isoproterenol (100 μM) añadido 1min antes de ionomicina. 
Los experimentos se realizaron en presencia del donador de NO DEANO (20 μM) añadido 3 
min antes de iniciar el registro. Todos los experimentos se realizaron en presencia de TTx (1 μM) 
que se aplicó 2-3 min antes del inicio del registro. (B) Promedio de la liberación de glutamato en 
dichas condiciones. Los datos se expresaron como la media ± SEM (barras de error). **p<0,01 
(ANOVA con Bonferroni) comparados con datos control. 
 
FMRP regula, además, la síntesis de la PDE4 (Darnell et al., 2011) que 
también se expresa en corteza (Lakics et al., 2010). Asimismo, la inhibición de 
esta enzima reduce el exceso de LTD inducido por la activación de mGluR en 
hipocampo (Choi et al., 2015). Por todo esto se decidió determinar si la actividad 
de PDE4 es, también, responsable de la ausencia de potenciación de la 
liberación de glutamato observada en ratones Fmr1 KO. 
En sinaptosomas corticales de ratones carentes de FMRP, el inhibidor 




inducida por isoproterenol de manera marginal incluso a concentraciones 
elevadas (50 μM) (0,51±0,01 nmol/mg prot., n=6 y 0,68±0,04 nmol/mg prot., 
n=4 en ausencia y en presencia de isoproterenol (100 μM) respectivamente, 
p>0,05, ANOVA con Bonferroni, Figura 37A, B).  
 
Figura 37.   El inhibidor de la fosfodiesterasa 4 rolipram no rescata la potenciación por el 
receptor β adrenérgico de la liberación inducida por ionomicina en sinaptosomas Fmr1 KO. 
(A) Promedio de registros de la liberación de glutamato inducida por ionomicina (0,5-2 μM) en 
sinaptosomas de corteza cerebral de genotipo Fmr1 KO en ausencia y en presencia del agonista 
del receptor β adrenérgico isoproterenol (100 μM) añadido 1 min antes de ionomicina. Los 
experimentos se realizaron en presencia del inhibidor de PDE4 rolipram (2-50 μM) añadido 
15min antes de iniciar el registro. Todos los experimentos se realizaron en presencia de TTx (1 
μM) que se aplicó 2-3 min antes del inicio del registro. (B) Promedio de la liberación de 
glutamato en dichas condiciones. Los datos se expresaron como la media ± SEM (barras de 
error). No significativo p>0,05 (ANOVA con Bonferroni) comparados con datos control. 
 
Estos resultados parecen confirmar que la ausencia de potenciación 
mediada por los βARs en terminales carentes de FMRP se debe a una falta de 







2.1.7. La disminución de la eficacia del AMPc para potenciar la  
liberación de glutamato no se debe a la activación de los receptores 
metabotrópicos de glutamato del grupo II. 
Estudios previos han mostrado que antagonistas de los receptores mGlu 
del grupo II mejoran alteraciones del comportamiento en moscas y ratones 
carentes de la proteína FMRP (McBride et al., 2005; Choi et al., 2010; Choi et al., 
2011; Kanellopoulos et al., 2012). Estos receptores se expresan a nivel pre y 
postsináptico (Shigemoto et al., 1997; Ohishi et al., 1998) e inhiben a la adenilato 
ciclasa vía proteínas Gi/o (Muguruza et al., 2016) reduciendo los niveles de 
AMPc (Choi et al., 2016), por lo que podrían contribuir a reducir la eficiencia del 
receptor β adrenérgico. 
 Los resultados muestran que el antagonista de los mGlu del grupo II 
LY341495 (400 nM) aplicado 3 minutos antes del inicio del registro no rescata la 
potenciación por isoproterenol de la liberación en los sinaptosomas Fmr1 KO  
(0,65±0,08 nmol/mg prot., n=4 y 0,61±0,06 nmol/mg prot., n=8, en ausencia y 
presencia de isoproterenol 100 μM respectivamente p>0,05, ANOVA con 
Bonferroni, Figura 38B, C). En cambio isoproterenol potenció significativamente 
la liberación en sinaptosomas WT (0,55±0,02 nmol/mg prot., n=3 y 1,09±0,05 
nmol/mg prot., n=10 en ausencia y en presencia de isoproterenol 







Figura 38. La disminución de la eficacia del AMPc para  potenciar la  liberación de glutamato 
inducida por ionomicina en ausencia de FMRP no se debe a la activación de los receptores 
metabotrópicos de glutamato del grupo II. 
(A, B) Promedio de registros de la liberación de glutamato inducida por ionomicina (0,5-2 μM) 
en sinaptosomas de corteza cerebral de genotipo silvestre, WT, (A) y carentes de la proteína 
FMRP, Fmr1 KO, (B), en ausencia y en presencia del agonista del receptor β adrenérgico 
isoproterenol (100 μM) añadido 1 min antes de ionomicina. Los experimentos se realizaron en 
presencia del antagonista de los mGlu del grupo II LY341495 (400 nM) añadido 2-3 min antes 
del registro. Todos los experimentos se realizaron en presencia de TTx (1 μM) que se aplicó 2-3 
min antes del inicio del registro. (C) Promedio de la liberación de glutamato en dichas 
condiciones. Los datos se expresaron como la media ± SEM (barras de error). ***p<0,001 
(ANOVA con Bonferroni) comparados con datos control.  
 
Por tanto, la inhibición de la adenilato ciclasa por los receptores mGlu 
del grupo II no es responsable de la pérdida de potenciación por los βARs en las 
sinapsis Fmr1 KO.  
 
2.1.8. El incremento en la [Ca2+]c inducido por la despolarización con 
KCl 10mM está aumentado en ausencia de FMRP.  
Como ya se ha indicado en los apartados 2.1.3 y 2.1.4., la ausencia de la 
proteína FMRP conlleva una alteración en la distribución de VSs que resulta en 
un incremento en la liberación espontánea del glutamato. La aproximación de 
vesículas a la membrana de la zona activa para su fusión es un proceso 
altamente regulado dependiente de la proteína Munc13 (Chen et al., 2013; 




como  DAG (Rhee et al., 2002),  Ca2+-calmodulina (Dimova et al., 2006; Dimova 
et al., 2009) y calcio (Junge et al., 2004) que se unen a la proteína y regulan su 
activación/translocación a la membrana y la aproximación de las VSs para su 
fusión (Das et al., 2018). Varias alteraciones de los ratones Fmr1 KO podrían 
contribuir a la existencia de un mayor número de VSs en las proximidades de la 
membrana: niveles de DAG elevados (Tabet et al., 2016a; Tabet et al., 2016b), 
mayor expresión de canales de Ca2+ del tipo N (Ferron et al., 2014; Castagnola et 
al., 2018) y  fallos en la apertura de canales de K+  activados por Ca2+ (BK) con el 
consiguiente alargamiento del potencial de acción y una mayor entrada de Ca2+  
(Deng et al., 2013; Deng & Klyachko, 2016).  
Por tanto, los cambios en la distribución de VSs en ausencia de FMRP y 
el consiguiente incremento de la liberación espontánea así como la incapacidad 
de los βARs para potenciar la liberación podrían deberse, al menos en parte, a la 
mayor entrada de calcio al terminal sináptico. 
Para confirmar esta hipótesis se llevaron a cabo experimentos con la 
sonda Fura-2 (ver apartado 2.4. de “Material y métodos”) en terminales 
sinápticos corticales. Los resultados mostraron que la entrada de calcio 
inducida por estimulación con KCl 30 mM fue similar entre animales WT 
(193,6±9,4 nM, n=29) y Fmr1 KO (199,3±7,1 nM, n=20, p=0,63, t de Student, 
Figura 39A, B). Sin embargo, la estimulación con KCl 10 mM permitió detectar 
un mayor incremento en la [Ca2+]c en las terminaciones sinápticas carentes de 
FMRP (172,8±8,2 nM, n=12) en comparación con WT (135,4±9,6 nM, n=8, 
p=0,009, t de Student, Figura 39C, D). Por lo tanto estos resultados confirman 
que en ausencia de FMRP aumenta la entrada de calcio ante estímulos que 




Figura 39. La estimulación con KCl 
10 mM induce un mayor incremento 
en la [Ca2+]c en sinaptosomas 
carentes de FMRP. (A, C) Promedio 
de registros de los cambios en la 
[Ca2+]c inducidos por KCl 30 mM (A) 
y 10 mM (B) en sinaptosomas de 
corteza cerebral de genotipo 
silvestre, WT, y carentes de la 
proteína FMRP, Fmr1 KO, medidos 
con la sonda fluorescente FURA2-
AM añadida 25 minutos antes del 
inicio del registro. (B, D) Promedios 
de los cambios en [Ca2+]c en dichas 
condiciones. Los datos se expresaron 
como la media ± SEM (barras de 
error). **p<0,01 ***p<0,001 (t de 
Student) comparados entre animales 
WT y Fmr1 KO.  
 
 
Si la ausencia de movilización de VSs y de potenciación de la liberación 
de glutamato por los βARs puede deberse, en parte, a una mayor entrada de 
calcio, entonces la reducción de la concentración de este ion podría revertir 
estos procesos. Así, en los sinaptosomas de ratones Fmr1 KO incubados a una 
[Ca2+]e de 0,1 mM, isoproterenol (100 μM) potenció la liberación espontánea de 
glutamato (1,64±0,07 nmol/mg prot., n=7 y 1,98±0,08 nmol/mg prot., n=9, en 
ausencia y presencia de isoproterenol respectivamente, p<0,05, ANOVA con 
Bonferroni, Figura 40A, B), aunque la magnitud de la potenciación fue menor 
que en los sinaptosomas WT (36,4±5,1%, n=6 y 21,7±2,1%, n=9, en animales WT 





Figura 40. La disminución de la concentración extracelular de Ca2+ reduce la liberación 
espontánea y rescata la potenciación por isoproterenol en ausencia de la proteína FMRP.  
(A) Promedio de registros de la liberación espontánea de glutamato  en sinaptosomas de corteza 
cerebral carentes de la proteína FMRP, Fmr1 KO,  en ausencia y en presencia del agonista del 
receptor β adrenérgico isoproterenol (100 μM) añadido 100 s después del inicio del registro. La 
liberación espontánea se determinó en medio con Ca2+ (0,1 mM) y en presencia de TTx (1 μM) 
que se aplicó 2-3 min antes del inicio del registro. (B) Promedio de la liberación espontánea de 
glutamato  en sinaptosomas Fmr1 KO a 0,1 mM Ca2+ y a 1,33 mM Ca2+ (estos últimos datos 
tomados de la Figura 29). (C) Promedio de la potenciación por isoproterenol de la liberación 
espontánea de glutamato en sinaptosomas de animales Fmr1 KO  a 1,33 y a 0,1 mM Ca2+ y en 
sinaptosomas de animales de genotipo silvestre, WT, a 1,33 mM Ca2+. Los datos se 
normalizaron frente a su correspondiente control en ausencia de isoproterenol. Los datos se 
expresaron como la media ± SEM (barras de error). *p<0,05  en Figura 40B (ANOVA con 
Bonferroni) comparados con el dato de Ca 1,33 mM. #p<0,05 en Figura 40B (ANOVA con 
Bonferroni) comparado con el valor correspondiente control. **p<0,01 en Figura 40C (ANOVA 
con Bonferroni) comparado con el valor correspondiente en ausencia de isoproterenol. #p<0,05 
en Figura 40C (ANOVA con Bonferroni) comparación entre animales WT y Fmr1KO.  
 
Estos resultados sugieren que la falta de la potenciación de la liberación 
de glutamato por los βARs en ausencia de FMRP en corteza se debe, tanto a una 
disminución de la eficacia del AMPc para activar la vía, como a una mayor 
entrada de calcio al terminal sináptico que afecta a la distribución de las VSs. 
 
2.2. Potenciacion por receptores β adrenérgicos en cerebelo. 
Los resultados obtenidos con los sinaptosomas de corteza cerebral 




βARs en alguna forma de plasticidad presináptica? Y en el caso de que sea así, 
¿está alterada esta forma de plasticidad presináptica en los ratones Fmr1 KO? 
Para responder a estas cuestiones de decidió realizar experimentos en las 
sinapsis del cerebelo entre las fibras paralelas de las células granulares y las 
células de Purkinje (PF-PC) ya que estas sinapsis expresan una LTP 
dependiente de AMPc (Salin et al., 1996; Storm et al., 1998) que requiere  un 
incremento en la liberación de neurotransmisor y que implica a la proteína de la 
zona activa RIM1α (Lonart et al., 2003).  
Además, en FXS se han descrito alteraciones relacionadas con la función 
del cerebelo (Huber, 2006). En los ratones Fmr1 KO se ha relacionado el 
alargamiento en las espinas dendríticas de las células de Purkinje con el exceso 
de LTD dependiente de receptores mGlu y el déficit en el test de 
condicionamiento del parpadeo (Koekkoek et al., 2005), que es uno de las 
pruebas de comportamiento empleadas para la evaluación de la función 
cerebelar. Asimismo, tanto en modelos animales como en pacientes de FXS se 
han descrito alteraciones motoras (Zingerevich et al., 2009; Vinueza Veloz et al., 
2012) asociadas a las sinapsis entre las fibras paralelas y las células de Purkinje 
y su participación en el aprendizaje motor (Ly et al., 2013; Hoxha et al., 2016). 
 
2.2.1. La ausencia de FMRP incrementa la liberación espontánea de 
glutamato y ocluye la potenciación inducida por isoproterenol en 
sinaptosomas de cerebelo, aunque no afecta a la expresión de los βARs ni a la 
síntesis de AMPc. 
Antes de estudiar la relevancia de los receptores βARs en la plasticidad 
de las sinapsis PF-PC del cerebelo y su posible alteración en el síndrome del X 
frágil, se determinó si, al igual que en los sinaptosomas de corteza, los 
receptores β adrenérgicos también potencian la liberación espontánea de 
glutamato en los sinaptosomas de cerebelo y si esta potenciación también se 
pierde en los sinaptosomas Fmr1 KO. Los experimentos de liberación 




(1,12±0,04 nmol/mg prot., n=7) aumentaba con isoproterenol (100 μM) 
(1,47±0,05 nmol/mg prot., n=8, p<0,001, ANOVA con Bonferroni, Figura 41A, 
C), mientras que en ratones Fmr1 KO la liberación basal, que mostró una 
tendencia hacia valores mayores que en ratones WT aunque no alcanzó el nivel 
de significación estadística (1,28±0,02 nmol/mg, n=6), no aumentó con el 
isoproterenol (1,29±0,03 nmol/mg, n=7, p=0,71, ANOVA con Bonferroni, Figura 
41B, C). Por tanto, igual que ocurre en los sinaptosomas corticales, en el 
cerebelo la potenciación por isoproterenol está parcialmente ocluida por la 
mayor liberación espontánea basal asociada a la pérdida de la proteína FMRP.  
 
Figura 41. La ausencia de FMRP incrementa la liberación espontánea de glutamato y ocluye 
la potenciación inducida por isoproterenol en sinaptosomas de cerebelo. 
(A, B) Modulación de la liberación espontánea de glutamato inducida por el agonista del 
receptor β adrenérgico Isoproterenol (100 μM) en sinaptosomas de cerebelo de animales 
genotipo silvestre, WT, (A), y carentes de la proteína FMRP, Fmr1KO, (B), en presencia del 
bloqueante de canales de Na+ TTx (1 μM), el cual fue añadido 2-3 min antes de empezar el 
registro. El isoproterenol fue añadido 100 s después del inicio del registro. (C) Promedio de la 
liberación espontánea de glutamato en dichas condiciones. Los datos se expresaron como la 
media ± SEM (barras de error). ***p<0,001 (ANOVA con Bonferroni) comparados con datos 
control. 
 
Con el fin de descartar que un cambio en la expresión de los receptores 
βARs presinápticos fuera responsable de la pérdida de la potenciación en 
ratones Fmr1 KO, se llevaron a cabo experimentos de inmunofluorescencia con 
anticuerpos contra el receptor β1 adrenérgico y contra la proteína vesicular 
sinaptofisina  utilizada como marcador de toda la población de sinaptosomas. 




terminales sinápticos en los sinaptosomas WT (63 campos analizados, Figura 
42A, C) y en el 26,8±0,9% de los botones sinápticos de ratones Fmr1 KO (75 
campos analizados, p=0,2002, t de Student, Figura 42B, C). Estos resultados 
permiten concluir que la ausencia de FMRP no altera la expresión de los 
receptores β1 adrenérgicos en la presinapsis. 
 
Figura 42. La ausencia de la proteína FMRP no afecta a la expresión del receptor β1 
adrenérgico en sinaptosomas de cerebelo. 
(A, B) Inmunofluorescencia de sinaptosomas de cerebelo  de genotipo salvaje, WT, (A) y 
carentes de la proteína FMRP, Fmr1 KO, (B), fijados en cubreobjetos polilisinados y teñidos con 
anticuerpos contra el receptor β1 adrenérgico (1:200) y la proteína vesicular sinaptofisina 
(1:500).  Barra de escala, 5 μm. (C) Cuantificación de la expresión de β1AR en sinaptosomas WT 
y  Fmr1 KO  marcados con sinaptofisina. Los datos se expresaron como la media ± SEM (barras 
de error). No significativo, p>0,05 (t de Student) comparado con sinaptosomas WT. 
 
Se determinó también la capacidad del receptor para generar AMPc. En 
los sinaptosomas Fmr1 KO los niveles de AMPc se incrementaron con 
isoproterenol (100 μM) (120,10±3,36%, n=5, p>0,05, ANOVA con Bonferroni) y 
forskolina (15 μM) (387,89±42,72%, n=2, p<0,001,ANOVA con Bonferroni) de 
manera similar a lo observado en los sinaptosomas de ratones WT 
(124,06±3,26%, n=5, p>0,05, ANOVA con Bonferroni) para isoproterenol y 
(384,30±23,01%, n=2, p<0,001, ANOVA con Bonferroni) para forskolina (Figura 
43). Por tanto, la generación de AMPc por el receptor βAR no está alterada en 





Figura 43. La ausencia de la proteína FMRP no afecta a la 
generación de AMPc inducida por el receptor β adrenérgico o 
por forskolina en sinaptosomas de cerebelo.  
El isoproterenol (100 μM, 10 min)  y la forskolina (15 μM, 10 min) 
se añadieron 5min después de IBMX (15 min, 1 mM, ver 
Materiales y Métodos). La acumulación de AMPc  inducida se 
normalizó respecto de los valores basales de sinaptosomas de 
cerebelo sin tratar. Los datos se expresaron como la media ± SEM 
(barras de error). ***p<0,001 (ANOVA con Bonferroni). 
 
 
2.2.2. La ausencia de  la proteína FMRP incrementa la frecuencia de las 
mEPSCs basalmente y ocluye la potenciación por del receptor β adrenérgico. 
Basándose en los datos obtenidos en sinaptosomas de cerebelo, que 
deben estar constituidos mayoritariamente por los botones sinápticos de las 
células granulares dada la abundancia de las mismas (Andersen et al., 1992), se 
realizaron experimentos de transmisión sináptica en rodajas de cerebelo para 
estudiar la acción potenciadora de los receptores β adrenérgicos. En primer 
lugar, se determinó la liberación espontánea, en ausencia de estimulación y en 
presencia de TTx (1µM), midiendo las mEPSCs (del inglés miniature Excitatory 
PostSynaptic Currents) en registros de célula completa sobre las células de 
Purkinje mantenidas a -70 mV (ver apartado 2.8. de “Material y métodos”). 
En las rodajas cerebelares de ratones WT, el isoproterenol (100 μM) 
incrementó la frecuencia de las mEPSCs (de 1,20±0,1 Hz a 1,72±0,1 Hz, n=17 
células, 7 ratones, p<0,01, ANOVA con Bonferroni, Figura 44A, B, C, E) sin 
cambios en la amplitud (12,5±0,3 pA y 12,4±0,5 pA, en ausencia y presencia de 
isoproterenol, respectivamente, p>0,05, ANOVA con Bonferroni, Figura 44F, G, 
H). Sin embargo, los ratones Fmr1 KO mostraron una tendencia a mostrar una 
mayor frecuencia basal que los animales WT (1,57±0,1 Hz, n=17 células, 8 
ratones) que fue insensible al isoproterenol (1,68±0,09 Hz, p>0,05, ANOVA con 
Bonferroni Figura 44A, B, D, E). En este último caso, la amplitud de las mEPSCs 
tampoco cambió en presencia del agonista (12,9±0,5 pA y 12,7±0,4 pA, 




Por lo tanto, en ausencia de FMRP se confirma que hay una liberación 
espontánea de neurotransmisor mayor que en animales WT y que este 
fenómeno ocluye la potenciación de la liberación de neurotransmisor inducida 
por el receptor β adrenérgico. 
 
Figura 44. La ausencia de  la proteína FMRP incrementa la frecuencia de las mEPSCs 
basalmente y ocluye la potenciación por del receptor β adrenérgico. 
 (A) Isoproterenol (100 μM, 10 min) aumenta la frecuencia de las mEPSCs en las sinapsis entre 
las fibras paralelas y las células de Purkinje (PF-PC) en rodajas de cerebelo de animales de 
genotipo salvaje,  WT, pero no en los que carecen de la proteína FMRP, Fmr1KO. (B) 
Cuantificación los cambios en la frecuencia de las mEPSCs medidos 5min antes y después de la 
adición del isoproterenol. (C, D) Curvas de la probabilidad acumulada de los cambios en la 
frecuencia de las mEPSCs inducidos por isoproterenol en animales WT (C) o Fmr1KO (D). (E) 
Registros representativos antes y después de la adición de isoproterenol en animales WT y Fmr1 
KO. (F) Efecto del isoproterenol en la amplitud de las mEPSCs en animales WT y Fmr1 KO. (G) 
Cuantificación de la amplitud de las mEPSCs medida durante 5min antes y después de la 
adición del isoproterenol en animales WT y Fmr1 KO. (H, I) Curvas de la probabilidad 
acumulada de los cambios en la amplitud de las mEPSCs inducidos por isoproterenol en 
animales WT (H) o Fmr1KO (I). Los datos se expresaron como la media ± SEM (barras de error). 





2.2.3. Las sinapsis cerebelares carentes de la proteína FMRP presentan 
mayor número de vesículas sinápticas en contacto con la membrana 
presináptica y el isoproterenol no aumenta este número.  
La potenciación de la liberación espontánea de glutamato por los βARs 
requiere un incremento en el número de VSs próximas a la membrana (Ferrero 
et al., 2013a). Puesto que los ratones Fmr1 KO presentan alteraciones en la 
distribución de vesículas en hipocampo (Deng et al., 2011b; Klemmer et al., 2011) 
que también han sido observadas en corteza (apartado 2.1.3.) se estudió la  
distribución de las VSs en las sinapsis entre PF-PC. 
Se analizó la distribución de VSs en la capa granular de rodajas de 
cerebelo mediante microscopía electrónica de transmisión y se observó que el 
número de VSs amarradas a la membrana en animales WT aumentaba en 
presencia de isoproterenol (100 μM, 10 min) de (4,17±0,11 vesículas, n=250 
sinapsis, 3 ratones) a (4,99±0,11 vesículas, n=203 sinapsis, 3 ratones, p<0,001, 
ANOVA con Bonferroni Figura 45A, B, C) sin cambios en el número total de 
vesículas (32,02±0,8 y 32,57±0,95 vesículas en ausencia y presencia de 
isoproterenol respectivamente, p>0,05, ANOVA con Bonferroni, Figura 45D). 
Sin embargo, los ratones Fmr1 KO tienen un número mayor de VSs en contacto 
con la membrana (4,97±0,12 vesículas, n=257 sinapsis analizadas, 4 ratones, 
p<0,001, ANOVA con Bonferroni), y este número no aumenta con isoproterenol 
(4,96±0,12 vesículas, n=224 sinapsis analizadas, 4 ratones, p>0,05, ANOVA con 
Bonferroni, Figura 45E, F, G). Además, el isoproterenol tampoco alteró el 
número total de vesículas en ausencia de FMRP (34,8±0,9 y 33,9±0,9 vesículas en 
ausencia y presencia de isoproterenol respectivamente, p>0,05, ANOVA con 
Bonferroni, Figura 45H). Por tanto, la potenciación de la liberación espontánea 
por los βARs en las sinapsis PF-PC Fmr1 KO parece estar ocluida por un mayor 






Figura 45. Las sinapsis 
cerebelares carentes de 
la proteína FMRP 
presentan mayor 
número de vesículas 
sinápticas en contacto 
con la membrana 
presináptica y el 
isoproterenol no 
aumenta este número. 
(A, B, E, F) Micrografías 
electrónicas 
representativas de la 
distribución de 
vesículas en terminales 
de las sinapasis PF-PC 
de rodajas cerebelo  de 
animales de genotipo 
silvestre, WT (A, B) y  
carentes de la proteína 
FMRP, Fmr1 KO, (E, F) 
en condiciones basales 
(A, E) o tras el 
tratamiento con 
isoproterenol (100μM, 
10min) (B, F). Barra de 
escala 100 nm. (C, G) 
Cuantificación de la 
distribución de las VSs 
relativa a la distancia a 
la membrana de la  zona 
activa (distribuidas en 
intervalos de 10 nm) en 
las rodajas de animales 
WT (C) y Fmr1 KO (G). 
(D, F) Número total de 
vesículas por sinapsis 
en animales WT (D) y 
Fmr1 KO (H). Los datos 
se expresaron como la 
media ± SEM (barras de 
error). *p<0,05, 
***p<0,001 (t de Student) comparados con datos control. ###p<0,001 (ANOVA con Bonferroni) 






2.2.4. La LTP de las sinapsis PF-PC requiere la activación de los ARs y 
un aumento en el tamaño del RRP y está ausente en las sinapsis Fmr1 KO 
Las sinapsis entre las fibras paralelas y las células de Purkinje expresan 
una forma de LTP  presináptica que implica un aumento de la liberación de 
neurotransmisor dependiente de la maquinaria exocitótica. En este sentido, los 
ARs de los botones sinápticos glutamatérgicos podrían participar en esta 
forma de plasticidad contribuyendo a incrementar la liberación y promover que 
haya más vesículas colocadas en la proximidad de la membrana. Por ello, se 
planteó, en primer lugar, conocer si estos receptores participan en la LTP de las 
sinapsis PF-PC. La estimulación de las fibras paralelas (10 Hz, 10 s) llevó a un 
incremento duradero de la amplitud de las EPSCs (160,0±9,6%, n=9 células, 5 
ratones, p<0,001, ANOVA con Bonferroni, Figura 46A, B) compatible con la 
inducción de la LTP. La incubación de las rodajas con el antagonista de los 
ARs propranolol previno la inducción de la LTP (96,1±11,6% frente a un basal 
de 104,2±5,5%, n=10 células, 6 ratones, p>0,05, ANOVA con Bonferroni, Figura 
46A, B). Esta LTP es de origen presináptico ya que conlleva una disminución 
del PPR (del inglés Paired Pulse Ratio) en intervalos de 80ms (1,78±0,12 y 
1,46±0,06 antes y después del estímulo de 10Hz, respectivamente, p<0,05, 
ANOVA con Bonferroni, Figura 46C, D). Sin embargo, en los ratones Fmr1 KO 
el mismo estímulo de 10 Hz no induce LTP (95,9±4,5% y 94,7±7,8% antes y 
después de la estimulación respectivamente, n=12 células, 9 ratones, p>0,05, 
ANOVA con Bonferroni, Figura 46A, B). Luego, la LTP de las fibras paralelas 
requiere la activación de los receptores βARs, implica cambios presinápticos y 





Figura 46. La PF-PC LTP requiere la activación de los receptores β adrenérgicos presinápticos 
y se pierde en las rodajas de cerebelo carentes de la proteína FMRP.  
(A) Efecto de la estimulación de 10Hz sobre la amplitud de la EPSC en las sinapsis PF-PC de 
rodajas de cerebelo de animales de genotipo silvestre,  WT, en presencia y ausencia del 
antagonista de receptores β adrenérgicos propranolol (100 μM) y en animales carentes de la 
proteína FMRP, Fmr1 KO. El propranolol se añadió 30 min antes de la inducción de la LTP. El 
gráfico incluye la media de 6 EPSCs consecutivas de 0,05 Hz. (B) Promedio de los cambios en la 
amplitud de las EPSC en animales WT en ausencia y en presencia de propranolol y Fmr1 KO 
medidos antes de la estimulación (1) y 30 min después de la estimulación (2). (C) Cambios en el 
cociente de pulsos apareados, PPR, EPSC2/EPSC1, inducidos por un estímulo de 10Hz en 
animales WT con y sin propranolol y en rodajas de animales Fmr1 KO. (D) Promedio de los 
cambios en la PPR en animales WT con y sin propranolol y en rodajas Fmr1 KO, medidos antes 
de la estimulación (1) y 30 min después de la estimulación (2). Los datos se expresaron como la 
media ± SEM (barras de error). *p<0,05, ***p<0,001 (ANOVA con Bonferroni) comparados con 
datos basales.  
 
Dado que los ARs participan en la LTP se cuestionó si estos receptores 
lo hacen también poniendo más vesículas en contacto con la membrana 
plasmática en la zona activa. En este caso se determinó el tamaño del conjunto 
de VSs que están dispuestas para la liberación o RRP, que representa el 




(Rosenmund & Stevens, 1996; Schikorski & Stevens, 2001). El tamaño del RRP 
puede determinarse mediante un estímulo suficiente que deplete el RRP. Así la 
representación de la amplitud acumulada de  las EPSCs permite calcular el 
tamaño del RRP como la intersección con el eje de ordenadas de la prolongación 
desde el estado estacionario (Schneggenburger et al., 2002). 
Las rodajas se estimularon a 40 Hz durante 2,5 s en condiciones basales o 
30 min después de la inducción de la LTP por estimulación de las fibras 
paralelas a 10 Hz durante 10s (Castillo et al., 2002). En ratones WT, el RRP 
medido en condiciones basales antes de la estimulación (5273,3±773,3 pA, n=11 
células, 5 ratones) se incrementó hasta (9177,7±747,5 pA, n=14 células, 6 ratones, 
p<0,05, ANOVA con Bonferroni, Figura 47A, B) tras la inducción de la LTP. En 
el caso de los ratones Fmr1 KO, las sinapsis PF-PC presentaron un RRP que ya 
era ligeramente mayor de manera basal (8209,6±836,0 pA, n=13 células, 6 
ratones, p>0,05, ANOVA con Bonferroni) y que no aumentó más tras la 
estimulación de 10Hz (8831,3±952,4 pA, n=13 células, 6 ratones, p>0,05, 
ANOVA con Bonferroni, Figura 47C, D). Luego, igual que se había observado 
en la liberación espontánea, la LTP está ocluida en las sinapsis PF-PC Fmr1 KO. 
 
Figura 47. La ausencia de proteína FMRP incrementa el tamaño del RRP y la inducción de la 
LTP lo aumenta más. 
(A, C) El tamaño del RRP se calculó partir de la intersección con el eje de ordenadas de la 
representación acumulada de la amplitud tras el estado estacionario con un tren de pulsos de 
alta frecuencia (100 pulsos de 40 Hz) antes y 30 min después de la inducción de la LTP en 
animales genotipo silvestre, WT, (A), y carentes de la proteína FMRP, Fmr1 KO, (C). (B, D) 
Cuantificación del tamaño del RRP en animales WT (B) y Fmr1 KO (D). Los datos se expresaron 
como la media ± SEM (barras de error). *p<0,05 (ANOVA con Bonferroni) comparados con 





2.2.5. La reducción de la concentración de calcio extracelular rescata la 
potenciación por receptores β adrenérgicos de la frecuencia de las mEPSCs en 
las sinapsis PF-PC de cerebelo carentes de la proteína FMRP. 
Como ya se indicó en el apartado 2.1.8, en ausencia de FMRP se ha 
observado un incremento en la entrada de calcio al terminal sináptico de 
neuronas corticales, posiblemente por la existencia de un mayor número de 
VDCCs de tipo N (Ferron et al., 2014; Castagnola et al., 2018), así como por la 
disfunción en la regulación de los canales BK (Deng et al., 2013; Deng & 
Klyachko, 2016). Este calcio favorece la activación de proteínas implicadas en la 
maquinaria exocitótica como Munc13 (Dimova et al., 2006; Dimova et al., 2009; 
Shin et al., 2010), y podría contribuir, junto a otros factores, a la aproximación de 
vesículas sinápticas a la membrana de la zona activa y al incremento del RRP 
(Thanawala & Regehr, 2013; Imig et al., 2014). 
Por ello, se estudió la influencia del calcio sobre las EPSCs inducidas por 
los βARs en ratones Fmr1 KO. Las rodajas de cerebelo de ratones Fmr1 KO se 
incubaron con bajas concentraciones de calcio (1 mM) durante, al menos, 1 h y 
se determinó la frecuencia basal de las mEPSCs observándose una disminución 
de la misma (1,07±0,12 Hz, n=10 células, 5 ratones, Figura 48A, B, C, D) hasta 
valores muy próximos a los de las rodajas WT en presencia de concentraciones 
normales de calcio (1,20±0,1 Hz, p=0,4234, t de Student, Figura 48A, B, C, E). En 
estas condiciones, el isoproterenol incrementó la frecuencia de las mEPSCs en 
ratones Fmr1 KO hasta 1,61±0,18 Hz (n=10 células, 5 ratones, p=0,0225, t de 
Student, Figura 48A, B, C, D) sin afectar a la amplitud (13,0±0,5 pA y 13,2±0,6 
pA en ausencia y presencia de isoproterenol 100 μM respectivamente, p=0,8008, 
t de Student, Figura 48E, F). Estos resulatdos indican que la disminución del 
calcio extracelular corrige el aumento de la frecuencia basal de las mEPSCs de 





Figura 48. La reducción de la concentración de calcio extracelular rescata la potenciación por 
receptores β adrenérgicos de la frecuencia de las mEPSCs en las sinapsis PF-PC de cerebelo  
carentes de la proteína FMRP. 
(A) El isoproterenol (100 μM, 10 min) aumenta la frecuencia de las mEPSCs en rodajas de 
cerebelo Fmr1 KO mantenidas en presencia de Ca2+ 1 mM. (B) Cuantificación de los cambios en 
la frecuencia de las mEPSCs medidas 5 min antes y después de la adición de isoproterenol. (C) 
Curvas de la probabilidad acumulada de los cambios en la frecuencia de las mEPSCs inducidos 
por isoproterenol. (D) Registros representativos antes y después de la adición de isoproterenol. 
(F) Curvas de la probabilidad acumulada de los cambios en la amplitud de las mEPSCs 
inducidos por isoproterenol. Los datos se expresaron como la media ± SEM (barras de error). 
*p<0,05 (t de Student) comparados con datos basales. 
 
2.2.6. La reducción de la concentración de calcio extracelular rescata la 
LTP y normaliza el tamaño del RRP en las sinapsis PF-PC de cerebelo 
carentes de la proteína FMRP. 
El hecho de que una bajada en la concentración de Ca2+ extracelular 
rescate la potenciación por los βARs de la frecuencia de las mEPSCs, sugiere un 
posible rescate de la LTP, que en estas sinapsis es dependiente de la acción de 
estos receptores. Efectivamente, la diminución del calcio extracelular fue capaz 
de rescatar la LTP en animales Fmr1 KO (147,1±8,3% en comparación con el 




Figura 49A, B). Es importante señalar que en las rodajasl WT estimuladas a esta 
baja [Ca2+]e (1 mM) no generan LTP (98,7 ± 5,7% y 98,1 ± 89,4% antes y después 
de la inducción de la LTP respectivamente, n=10 células, 4 ratones  p>0,05, 
ANOVA con Bonferroni) resultado que coincide con los de estudios previos que 
muestran la sensibilidad de la LTP de las fibras paralelas a los cambios en la 
concentración de calcio (Myoga & Regehr, 2011). Además, la LTP rescatada por 
la bajada en el [Ca2+]e en ratones Fmr1 KO es sensible al antagonista de los βARs 
propranolol que bloqueó la inducción de la LTP (98,0±8,1% y 98,8±3,1% antes y 
después de la estimulación respectivamente, n=9 células, 4 ratones, p>0,05, 
ANOVA con Bonferroni, Figura 49A, B). 
 
Figura 49. La reducción de la concentración de calcio extracelular rescata la LTP de las 
sinapsis PF-PC de cerebelo carentes de la proteína FMRP. 
(A) La reducción de la [Ca2+]e a 1 mM recupera la LTP de las sinapsis PF-PCs en rodajas de 
cerebelo de animales carentes de la proteína FMRP, Fmr1 KO. Las EPSCs se registraron de 
células de Purkinje después de estimular las fibras paralelas a  0,05 Hz. La estimulación a  10 Hz 
durante 10 s indujo un incremento sostenido de la amplitud de las EPSCs en rodajas Fmr1 KO  
mantenidas a 1 mM Ca2+, aunque en estas mismas condiciones no se indujo LTP en las rodajas 
de WT. Los experimentos con rodajas KO para Fmr1 se realizaron también en presencia del 
antagonista propranolol (100 µM añadido 30 min antes de la inducción de la LTP). Los registros 
de las EPSCs representan la media de 6 EPSCs  consecutivas a 0,05 Hz. (B)  Para la 
cuantificación de los cambios en la amplitud de las EPSCs en rodajas WT y KO para Fmr1 se 
promediaron 6 EPSCs consecutivas 30 min  después de la inducción de la LTP (2) y se 
compararon con los valores respectivos antes de la estimulación (1).  Los datos se expresaron 
como la media ± SEM (barras de error). ***p<0,001 (ANOVA con Bonferroni) comparados con 





La disminución en la frecuencia de los mEPSCs de las sinapsis Fmr1 KO 
sugiere una reducción del tamaño del RRP, ya que según se ha visto en este 
trabajo la liberación espontánea se relaciona con el número de VSs que están en 
contacto con la membrana. Por ello, se estudió si el rescate de la LTP sensible a 
los βARs por disminución de la [Ca2+]e conlleva también la reducción del RRP 
basal y su aumento tras la inducción de la LTP. Los resultados muestran que  a 
1 mM Ca2+ el valor del RRP de las sinapsis PF-PC Fmr1 KO es menor que el de 
los ratones WT a concentraciones normales de calcio, y que aumenta tras la 
inducción de la LTP (4067,2±453,3 pA, n=12 células, 5 ratones y 9192,7±927,8 
pA, n=12 células, 4 ratones antes y después de la estimulación respectivamente, 
p=0,0002, t de Student Figura 50A, B). Por lo tanto, la disminución del calcio 
extracelular corrige los cambios en la distribución de vesículas observados en 
ratones carentes de FMRP y rescata la LTP dependiente de los βARs en las 
sinapsis de las fibras paralelas. 
Figura 50. La reducción de la 
concentración de calcio extracelular 
reduce el tamaño del RRP y rescata el 
incremento inducido por la LTP en las 
sinapsis PF-PC de cerebelo carentes de 
la proteína FMRP. 
(A) El tamaño del RRP se calculó partir 
de la intersección con el eje de ordenadas 
de la representación acumulada de la 
amplitud  tras el estado estacionario 
inducido por un tren de pulsos de alta 
frecuencia (100 pulsos de 40 Hz) antes y 
30 min después de la inducción de la LTP 
en rodajas de cerebelo de ratones Fmr1 
KO mantenidas con Ca2+ 1 mM. (B) 
Cuantificación del tamaño del RRP. Los datos se expresaron como la media ± SEM (barras de 








3. Modulación dual de la liberación de glutamato por el receptor 
mGlu7. 
mGlu7 es un receptor metabotrópico localizado mayoritariamente a nivel 
presináptico que ejerce un doble control sobre la liberación de neurotransmisor 
en las sinapsis excitadoras. La activación breve de este receptor pone en marcha 
un mecanismo de inhibición de la liberación de la liberación de glutamato que 
afecta tanto a los terminales sinápticos que expresan canales de Ca2+ de tipo N 
(Millan et al., 2002b; Millan et al., 2003a) como de tipo P/Q (Martin et al., 2007). 
En su acción inhibidora los receptores mGlu7 se acoplan a proteínas Gi/o para 
inhibir la adenilato ciclasa y la actividad de los VDCCs (Millan et al., 2002a; 
Millan et al., 2003a; Martin et al., 2007). Se ha observado, no obstante, que una 
activación prolongada, acopla el receptor a otras vías de señalización 
dependientes de proteínas G insensibles a la toxina pertussis para activar la 
PLC (Perroy et al., 2000; Martin et al., 2010). Esta señalización genera 
diacilglicerol, transloca Munc13-1 y aproxima VSs (Martin et al., 2010; Ferrero et 
al., 2011; Ferrero et al., 2013b; Martin et al., 2018). 
Aunque no se ha descrito la participación directa de este receptor en el 
FXS, se sabe que los receptores de glutamato están altamente relacionados con 
este síndrome, especialmente el receptor mGlu5 en relación con la llamada 
“teoría glutamatérgica del síndrome del X frágil” (Bear et al., 2004; Lohith et al., 
2013), que describe un exceso de LTD postsináptica como consecuencia de una 
endocitosis exacerbada de los receptores AMPA. Asimismo, se sabe que en 
pacientes con este síndrome hay una mayor cantidad de receptor mGlu5 
(Lohith et al., 2013). También se ha observado que los receptores ionotrópicos de 
glutamato están implicados en este síndrome. La inhibición de los receptores 
NMDA es capaz de restaurar el exceso de LTD característica del FXS (Toft et al., 
2016). Además, en este síndrome se produce una mayor endocitosis de los 
receptores AMPA postsinápticos, así como una desregulación en su síntesis 




En los ratones Fmr1 KO, se han observado alteraciones que podrían 
afectar la señalización y función de los receptores presinápticos que potencian 
la liberación de NT como es el caso del receptor mGlu7. Así, en neuronas 
corticales, FMRP se asocia de manera prominente con el ARNm de la 
diacilglicerol quinasa kappa (DGKκ) de manera que, en ausencia de FMRP, no 
se expresa la DGKκ y esto causa anormalidades en las espinas dendríticas y 
alteraciones en la plasticidad sináptica que podrían estar relacionados con los 
mayores niveles de DAG encontrados en los pacientes de FXS (Tabet et al., 
2016a; Tabet et al., 2016b). Si estos cambios en los niveles de DAG ocurren a 
nivel presináptico podrían explicar la mayor colocación de VSs en contacto con 
la membrana que se ha encontrado en los ratones Fmr1 KO (Deng et al., 2011b) y 
la mayor liberación de neurotransmisor (Deng et al., 2013). Además, se podría 
anticipar que la potenciación de la liberación por los receptores mGlu7 podría 
estar ocluida en los ratones FMRP KO.  
Por último, cabe destacar que alteraciones en el gen que codifica para el 
receptor mGlu7 aparecen en individuos con autismo y con otras anomalías del 
desarrollo (Yang & Pan, 2013; Liu et al., 2015; Noroozi et al., 2016). 
 
3.1. La inhibición por el receptor mGlu7  de la liberación de glutamato 
inducida por K+ 30mM no está alterada en sinaptosomas cerebrocorticales KO 
para  Fmr1. 
Se procedió, en primer lugar, a determinar la inhibición de la liberación 
de glutamato mediada por el receptor mGlu7 en sinaptosomas corticales de 
animales WT y Fmr1 KO estimulados con K+ 30mM. 
Los resultados indican que el agonista L-AP4 (1 mM) inhibe la liberación 
de glutamato en animales Fmr1 KO (3,55±0,22 nmol/mg prot., n=14 y 2,57±0,15 
nmol/mg prot., n=14 en ausencia y en presencia de L-AP4, respectivamente, 
p<0,05, ANOVA con Bonferroni, Figura 51B, C) en magnitud similar a la 




n=16 en ausencia y presencia de L-AP4, respectivamente, p<0,001, ANOVA con 
Bonferroni, Figura 51A, C) sin cambios significativos en las liberaciones control 
entre ambos genotipos (p>0,05, ANOVA con Bonferroni). Por lo tanto, la 
inhibición de la liberación de glutamato mediada por el receptor mGlu7 no 
parece estar alterada en ausencia de FMRP. 
 
 
Figura 51. La inhibición por el receptor mGlu7  de la liberación de glutamato inducida por K+ 
30 mM no está alterada en sinaptosomas cerebrocorticales KO para  Fmr1. 
(A, B) Promedio de registros de la liberación de glutamato inducida por KCl 30 mM  en 
sinaptosomas de corteza cerebral de genotipo silvestre, WT, (A) y carentes de la proteína FMRP, 
Fmr1 KO, (B), en ausencia y en presencia del agonista de los mGluR del grupo III (L-AP4, 1 
mM) añadido 1min antes que KCl. La liberación dependiente de Ca2+ es la diferencia entre la 
liberación en presencia de Ca2+ (1,33 mM) y en presencia de EGTA. (C) Diagrama que muestra 
el promedio de la liberación de glutamato en estas condiciones. Los datos se expresaron como la 
media ± SEM (barras de error). *p<0,05 ***p<0,001 (ANOVA con Bonferroni) comparados con 
los datos control. 
 
 
3.2. La potenciación por el receptor mGlu7 de la liberación de 
glutamato inducida por K+ 5 mM se pierde en los sinaptosomas 
cerebrocorticales carentes de la proteína FMRP, aunque la expresión del 
receptor no está alterada. 
La estimulación prolongada de los receptores mGlu7 activa una vía 
señalización que potencia la liberación de neurotransmisor (Martin et al., 2010; 
Ferrero et al., 2011; Ferrero et al., 2013b; Martin et al., 2018). En esta Tesis se ha 




neurotransmisor en sinaptosomas Fmr1 KO (apartados 2.1.1., 2.1.4. y 2.1.5.). 
Dado que las respuestas del receptor mGlu7 y los βARs convergen en la 
activación de la PLC y que ambas requieren la movilización de VSs hacia la 
membrana de la zona activa, se planteó la posibilidad de que la potenciación de 
la liberación por mGlu7 también se perdiese en los sinaptosomas Fmr1 KO. 
En sinaptosomas corticales tratados con L-AP4 (1 mM, 10 min) se 
determinó la liberación de glutamato inducida por KCl 5 mM. Los resultados 
indicaron que la potenciación de la liberación de los sinaptosomas WT 
(0,93±0,09 nmol/mg, n=9 y 1,56±0,08 nmol/mg, n=9, en ausencia y presencia de 
L-AP4, respectivamente, p<0,001, ANOVA con Bonferroni, Figura 52A, C), no 
tenía lugar en ratones Fmr1 KO (0,96±0,11 nmol/mg, n=15 y 0,74±0,07 
nmol/mg, n=15,  en ausencia y presencia de L-AP4, respectivamente, p>0,05, 
ANOVA con Bonferroni, Figura 52B, C). Por lo tanto, la ausencia de FMRP 
también previene la potenciación de la liberación de glutamato por el receptor 
mGlu7. 
 
Figura 52. La potenciación por el receptor mGlu7 de la liberación de glutamato inducida por 
K+ 5mM se pierde en los sinaptosomas cerebrocorticales carentes de la proteína FMRP. 
(A, B) Promedio de registros de la liberación de glutamato inducida por KCl 5 mM  en 
sinaptosomas de corteza cerebral de genotipo silvestre, WT,  (A) y carentes de la proteína 
FMRP, Fmr1 KO, (B), en ausencia y en presencia del agonista de los mGluR del grupo III (L-
AP4, 100 μM). El L-AP4 se incubó durante 10 min y posteriormente fue lavado. La liberación 
dependiente de Ca2+ se determinó como la diferencia entre la liberación en presencia de Ca2+ 
(1,33 mM) y con EGTA. (C) Diagrama que muestra el promedio de la liberación de glutamato en 
estas condiciones. Los datos se expresaron como la media ± SEM (barras de error). ***p<0,001 




Para descartar que un cambio en la expresión de los receptores mGlu7 
pueda ser responsable de la pérdida de potenciación en los sinaptosomas Fmr1 
KO,  se realizaron experimentos de inmunofluorescencia con anticuerpos contra  
sinaptofisina y contra el receptor mGlu7. Los resultados mostraron que el 
receptor se expresa en el 27,6±1,6% de los sinaptosomas WT (24 campos 
analizados, Figura 53A, C) y en el 28,0±1,1% de los sinaptosomas Fmr1 KO (25 
campos analizados, Figura 53B, C). Por tanto, no hay cambios en la expresión de 
mGlu7 (p=0,1928, t de Student) asociados al genotipo Fmr1 KO.  
 
Figura 53. La ausencia de la proteína FMRP no afecta a la expresión del receptor mGlu7 en 
sinaptosomas cerebrocorticales. 
(A, B) Inmunofluorescencia de sinaptosomas  de corteza cerebral de genotipo silvestre, WT, (A) 
y carentes de la proteína FMRP, Fmr1 KO, (B), fijados en cubreobjetos polilisinados y teñidos 
con anticuerpos contra el receptor  mGlu7 (1:250) y la proteína vesicular sinaptofisina (1:500).  
Barra de escala, 5 μm. (C) Cuantificación de la expresión del receptor mGlu7 en sinaptosomas 
WT y  Fmr1 KO  frente a los marcados con sinaptofisina. Los datos se expresaron como la media 




3.3. La disminución de la concentración de Ca2+ extracelular no rescata 
la potenciación por el receptor mGlu7 de la liberación de glutamato inducida 
por K+ 5mM  
Como se ha visto previamente, la disminución de la concentración 
extracelular de Ca2+ a 0,1 mM rescata la potenciación por los βARs de la 




como la LTP en las sinapsis PF-PC de los ratones Fmr1 KO (apartados 2.1.8., 
2.2.5. y 2.2.6.).  Por ello, se planteó la posibilidad de que esta estrategia pudiera 
rescatar, también, la potenciación por mGlu7 de la liberación inducida por KCl 
5 mM. Los resultados indicaron que, paradójicamente, la disminución del calcio 
a 0,5 mM incrementa la liberación control del glutamato  hasta (1,48±0,05 
nmol/mg prot., n=8, p<0,01 ANOVA con Bonferroni), y ocluye la potenciación 
por L-AP4 (1 mM) (1,51±0,08 nmol/mg prot., n=6, p>0,05 ANOVA con 
Bonferroni) en los sinaptosomas WT.  En los ratones Fmr1 KO la bajada de 
[Ca2+]e produjo solo un ligero incremento de la liberación (1,21±0,07 nmol/mg 
prot., n=7, p>0,05, ANOVA con Bonferroni), sobre la que L-AP4 no indujo 
potenciación alguna (1,24±0,09 nmol/mg prot., n=6, p>0,05, ANOVA con 
Bonferroni, Figura 54). 
Figura 54. La potenciación por el receptor mGlu7 
de la liberación de glutamato inducida por K+ 5 
mM no se recupera disminuyendo la 
concentración del calcio extracelular en ausencia 
de FMRP y desaparece en el genotipo silvestre. 
(A) Potenciación de la liberación de glutamato 
inducida por el agonista de los mGlus del grupo 
III L-AP4 (1 mM) en sinaptosomas corticales de 
animales genotipo silvestre, WT, y carentes de la 
proteína FMRP, Fmr1 KO, en condiciones de Ca2+ 
extracelular de 1,33 mM y 0,5 mM ante un 
estímulo de KCl 5 mM. El L-AP4 se incubó 
durante 10min y posteriormente fue lavado. El 
calcio se incorporó 2-3 min antes del inicio del 
registro. Los datos se expresaron como la media ± SEM (barras de error). ***p<0,001 (ANOVA 
con Bonferroni) comparados con datos control. ##p<0,01(ANOVA con Bonferroni) comparados 
entre animales WT y Fmr1 KO. &&&p<0,001 (ANOVA con Bonferroni) comparados entre 
controles a distintas concentraciones de Ca2+. 
 
Estos resultados indican que la disminución del calcio extracelular no 
parece ser una estrategia idónea para el rescate de la liberación inducida KCl 5 
mM. Una posible explicación a esta paradoja de más liberación de glutamato al 
disminuir la concentración de Ca2+ podría estar en el papel de los canales de K 
modulados por Ca2+ (BK del inglés Big potassium (K) channels). Estos canales se 




repolarización de los botones sinápticos limitando la entrada de Ca2+ (Wang, 
2008). Es probable que la disminución del Ca2+ extracelular prevenga la 
activación de estos canales, lo que llevaría a una mayor liberación de 
neurotransmisor. Este efecto estaría aminorado en las sinapsis Fmr1 KO ya que 
la ausencia de la proteína FMRP mantendría este canal cerrado 
independientemente de la concentración de calcio intracelular (Deng et al., 2013; 
Deng & Klyachko, 2016).  
 
3.4. La potenciación por el receptor mGlu7 de la liberación de 
glutamato inducida por ionomicina no se pierde en los sinaptosomas 
cerebrocorticales que carecen de la proteína FMRP. 
Las sinapsis Fmr1 KO tienen más vesículas en las proximidades de la 
membrana en condiciones basales. Aunque en este trabajo no se ha 
determinado si L-AP4 falla en la movilización de más vesículas a la membrana 
como ocurre con isoproterenol, una posibilidad es que la estimulación con KCl 
5 mM agote las VSs disponibles. Por ello, se estudió si los receptores mGlu7 
potencian la liberación inducida por un estímulo más débil como el que 
proporciona el ionóforo de Ca2+ ionomicina. Con este estímulo, el agonista L-
AP4 (1 mM) indujo una potenciación de la liberación de neurotransmisor en los 
sinaptosomas Fmr1 KO (0,50±0,01 nmol/mg prot., n=18 y 1,04±0,03 nmol/mg 
prot., n=18 en ausencia y en presencia de L-AP4 respectivamente, p<0,001, 
ANOVA con Bonferroni, Figura 55B, C), similar a la encontrada en los 
sinaptosomas WT (0,49±0,02 nmol/mg, n=14 y 1,09±0,04 nmol/mg, n=14 en 
ausencia y presencia de L-AP4 respectivamente, p<0,001, ANOVA con 
Bonferroni, Figura 55A, C). Luego, con un estímulo débil se preserva la 








Figura 55. La potenciación por el receptor mGluR7 de la liberación de glutamato inducida 
por ionomicina no se pierde en los sinaptosomas cerebrocorticales que carecen de la proteína 
FMRP.  
(A, B) promedio de registros de la liberación de glutamato inducida por ionomicina (0,5-2 μM) 
en sinaptosomas de corteza cerebral de genotipo silvestre, WT,  (A) y carentes de la proteína 
FMRP, Fmr1 KO, (B), en ausencia y en presencia del agonista de  los mGluR del grupo III L-AP4 
(1 mM), que fue incubado durante 10 min y posteriormente lavado. Todos los experimentos se 
realizaron en presencia de TTx (1 μM) añadida 2-3min antes del inicio del registro. (C) 
Promedio de la liberación de glutamato en dichas condiciones. Los datos se expresaron como la 
media ± SEM (barras de error). ***p<0,001 (ANOVA con Bonferroni) comparados con datos 
control. 
 
Por lo tanto, y a la vista de los resultado obtenidos, se puede afirmar que 
en la sinapsis Fmr1 KO existe una pérdida de potenciación de la liberación de 
glutamato mediada por los receptores β adrenérgicos y los mGlu7 asociada a 
una alteración en la distribución de las VSs en la membrana de la zona activa 
que se hace patente bajo estímulos moderados de KCl 5 mM. Además, se ha 
observado una menor eficacia del AMPc generado por los ARs  para activar la 
vía que induce la potenciación de la liberación de glutamato, lo cual se pone de 
manifiesto mediante la incapacidad del isoproterenol para incrementar la 
liberación del neurotransmisor incluso con estímulos débiles con ionomicina. 
Sin embargo, esta falta de eficacia del segundo mensajero no se traslada al DAG 
generado por mGlu7, por lo que se puede concluir que dicha alteración es 
exclusiva de los ARs. Asimismo, esta alteración de los ARs podría ser 













En esta Tesis Doctoral se han encontrado dos alteraciones en las sinapsis 
glutamatérgicas carentes de la proteína FMRP que podrían explicar algunas de 
las disfunciones cerebrales asociadas al síndrome del X frágil: 
-La primera es la existencia de un mayor número de vesículas sinápticas 
en contacto con la membrana de la zona activa y la incapacidad del agonista de 
los receptores βAR, isoproterenol, para incrementar este número (Figura 56). 
Esto explica: (i) el fallo de isoproterenol y de otros activadores de la vía de 
señalización del receptor (activador de la adenilato ciclasa, forskolina y 
activador de las proteínas Epac, 8-pCPT) a la hora de potenciar la liberación de 
glutamato inducida por una estimulación moderada de los sinaptosomas con 
KCl 5 mM. (ii) El aumento de la liberación espontánea observado en 
sinaptosomas y en las sinapsis entre las fibras paralelas y las células de Purkinje 
(PF-PC). (iii) La falta de LTP presináptica en las sinapsis entre PF-PC y su 
rescate cuando se reduce la concentración extracelular de Ca2+.  
-La segunda alteración es la existencia de una baja eficacia del AMPc 
generado por el βAR para activar la vía de señalización que potencia la 
liberación de glutamato (Figura 56). Esto se puso de manifiesto en experimentos 
en los que se recurrió a estimulaciones más débiles de los sinaptosomas como 
las producidas por el ionóforo de Ca2+ ionomicina. En este caso, tanto forskolina 
como 8-pCPT potenciaron la liberación, pero no, isoproterenol que, sin 
embargo, sí lo hizo en presencia del inhibidor de la fosfodiesterasa de 
nucleótidos PDE2A BAY 60-7550.  
A la vista de estos resultados, se podría afirmar que, tanto los agonistas 
de los receptores presinápticos de las fibras paralelas que reducen la entrada de 
Ca2+, como el inhibidor de la fosfodiesterasa PDE2A BAY 60-7550, podrían 
usarse como herramientas para reestablecer las modulaciones de la liberación y 




en potenciales dianas terapéuticas para abordar las disfunciones de este 
síndrome. 
 
Figura 56. Alteraciones encontradas en terminales sinápticos Fmr1 KO. 
En terminales sinápticos procedentes de ratones WT, la activación de los βARs resulta en una 
potenciación de la liberación de glutamato asociada a un aumento en el número de VSs 
amarradas a la membrana de la zona activa. Los terminales sinápticos de ratones Fmr1 KO 
presentan un mayor número de VSs amarradas en condiciones basales y la activación de los 
βARs no incrementa este número, por lo que la potenciación de la liberación de glutamato no 
tiene lugar a pesar de que los niveles de AMPc no varían. Esto se debe a una falta de eficacia del 





1. Funciones presinápticas de FMRP. 
El ARNm de FMRP se localiza en espinas y dendritas y es traducido en 
respuesta a la estimulación de los receptores metabotrópicos de glutamato de 
tipo 1 (mGlu1). FMRP es, pues, un regulador de la traducción inducida por la 
actividad en la sinapsis (Brown et al., 2001). Buena parte de la investigación de 
FMRP se ha centrado en el estudio de sus funciones postsinápticas, a pesar de 
que esta proteína se expresa también en estructuras presinápticas (Antar et al., 
2006; Christie et al., 2009; Till et al., 2012) y sus ARNms diana codifican un tercio 
del proteoma presináptico (Darnell et al., 2001).  
Algunas funciones de FMRP afectan a la morfología de la presinapsis. En 
cultivos neuronales se ha encontrado que la proteína FMRP modula la 
capacidad de a neurona para establecer conexiones con neuronas vecinas 
(Hanson & Madison, 2007), la dinámica del cono de crecimiento (Antar et al., 
2006; Li et al., 2009) y la morfología y crecimiento axonales (Morales et al., 2002; 
Bureau et al., 2008). 
Asimismo, se han descrito numerosas acciones de FMRP que regulan la 
función presináptica. FMRP interacciona con la subunidad β4 de los canales de 
K+ dependientes de Ca2+ (canales BK) que participan en la repolarización del 
potencial de acción. De ahí que, en ausencia de FMRP, los potenciales de acción 
sean más largos y haya una mayor entrada de Ca2+ y que esto afecte a la 
liberación del neurotransmisor (Klemmer et al., 2011; Deng et al., 2013). La 
proteína FMRP también interacciona con los canales de Ca2+ dependientes de 
voltaje, de tal manera que su ausencia provoca una alteración tanto de los 
niveles basales de calcio, como de la entrada del mismo tras la despolarización 
por sustitución de los canales de tipo P/Q por canales del tipo N (Castagnola et 
al., 2018). Además, regula la degradación de los canales de calcio de tipo N en el 
proteasoma y, consecuentemente, su expresión en la superficie celular (Ferron 
et al., 2014). FMRP también participa en la modulación estructural de las 
sinapsis. Las sinapsis hipocampales de los animales Fmr1 KO tienen zonas 




número de VSs en contacto con la membrana, lo que afecta a la plasticidad 
sináptica a corto plazo (Klemmer et al., 2011). Asimismo, se ha observado una 
menor facilitación por pulsos pareados, como consecuencia de la mayor 
probabilidad de liberación, que también contribuye al fenotipo presináptico de 
este síndrome (Klemmer et al., 2011). 
 Existen mutaciones de FMRP, como la R138Q que está asociada a un 
retraso en el desarrollo en varones, que no implican la existencia de repeticiones 
del triplete CGG y que permiten disociar las acciones pre y postsinápticas de la 
proteína. Esta mutación parece preservar las funciones postsinápticas de FMRP 
como son: su capacidad de unión al ARNm, la modulación de la síntesis de 
proteínas y del tráfico de los receptores AMPA. Sin embargo, la mutación da 
lugar a defectos en la función presináptica como las alteraciones estructurales 
de la unión neuromuscular y  el alargamiento de los potenciales de acción por 
hipofunción de los canales de K+ dependientes de Ca2+ (BK) (Myrick et al., 2015).  
Por tanto, todos estos datos confirman la existencia de un fenotipo 
presináptico en el síndrome del X frágil.  
 
2. Potenciación de la liberación de glutamato por los βARs y 
distribución de VSs en la corteza. 
En este trabajo se ha observado que la potenciación de la liberación de 
glutamato inducida por el agonista del βAR se pierde en condiciones de 
estimulación moderada (KCl 5 mM) de los sinaptosomas corticales Fmr1 KO 
(Figura 22). Los experimentos de inmunofluorescencia muestran que la 
ausencia de la proteína FMRP no produce cambios en la expresión del receptor, 
al menos en el compartimento presináptico, aunque el receptor tiene una mayor 
tendencia a expresarse en terminales que contienen Munc 13-2 (Figuras 23 y 24). 
Tampoco se observan cambios en la generación de AMPc (Figura 25). Además, 
la potenciación se pierde al estimular la vía con el activador de la adenilato 




liberación de glutamato por el agonista del βAR podría tener lugar en alguna 
etapa de la vía de señalización posterior a la síntesis del AMPc.  
La potenciación de la liberación por isoproterenol requiere la activación 
de la proteína Epac (Ferrero et al., 2013a) que constituye una diana del AMPc 
alternativa a la PKA y que participa en la liberación de neurotransmisor (Huang 
& Hsu, 2006; Gekel & Neher, 2008; Ferrero et al., 2013a; Fernandes et al., 2015). 
Sin embargo, la activación de las proteínas Epac con 8-pCPT tampoco es capaz 
de rescatar la potenciación de la liberación en sinaptosomas Fmr1 KO (Figura 
27), lo que sugiere que la alteración podría ocurrir en alguna etapa distal del 
receptor a nivel de la maquinaria exocitótica. 
La potenciación de la liberación de neurotransmisor por los βAR se 
asocia a un incremento en el número de vesículas sinápticas ancladas o en 
contacto con la membrana plasmática (Ferrero et al., 2013a). Puesto que el 
número de VSs en contacto con la membrana está ya incrementado basalmente 
en las sinapsis Fmr1 KO de hipocampo, se planteó si esto podría representar un 
techo para la liberación. Efectivamente, los experimentos de microscopía 
electrónica muestran una distribución alterada con más vesículas próximas a la 
membrana en las sinapsis Fmr1 KO de la corteza cerebral en comparación con 
las sinapsis WT. Además, la activación de los receptores βAR con isoproterenol 
no incrementa más la aproximación de VSs a la membrana (Figura 28). 
El número de VSs en contacto con la membrana se correlaciona con el 
tamaño del RRP, que representa el subconjunto de VSs que están preparadas 
para la fusión (Rosenmund & Stevens, 1996; Schikorski & Stevens, 2001). 
Además, el tamaño del RRP es un determinante importante de la fuerza 
sináptica junto a la probabilidad de liberación (Thanawala & Regehr, 2013). Este 
resultado es compatible con la mayor liberación espontánea de las sinapsis 
Fmr1 KO observada en presencia del bloqueante de canales de Na+ 
tetrodotoxina. Esta liberación basal, en ausencia de estímulo, resulta, 
principalmente, de la fusión espontánea de una VS que ocurre a 




de un canal de Ca2+ (Kaeser & Regehr, 2014). Por tanto, este parámetro refleja el 
número de vesículas próximas a la membrana. Luego, el incremento de las VSs 
en contacto con la membrana contribuye a la mayor liberación de 
neurotransmisor en las sinapsis Fmr1 KO (Deng et al., 2013).  
 
3. Potenciación de la transmisión sináptica por los βARs y distribución 
de VSs en cerebelo. 
En este trabajo se estudió la transmisión sináptica entre las fibras 
paralelas y las células de Purkinje del cerebelo con el fin de averiguar si el 
fenotipo presináptico observado en la corteza cerebral se reflejaría en otro tipo 
de sinapsis. Específicamente, se deseaba conocer si la ausencia de FMRP 
afectaba a la liberación espontánea y a la distribución de VSs en estas sinapsis 
cerebelares y si el incremento de estos parámetros inducido por  estimulación 
de los βARs estaba alterado. Por ello, los experimentos de electrofisiología se 
hicieron en paralelo a los de liberación de glutamato en sinaptosomas de 
cerebelo que, aunque heterogéneos, deben contener una buena representación 
de los botones sinápticos de las células granulares, ya que estas neuronas son 
las más abundantes y suponen más de la mitad de las neuronas del SNC 
(Andersen et al., 1992). La preparación de sinaptosomas de cerebelo ha 
facilitado algunas determinaciones que son más complicadas en las rodajas. Por 
ejemplo, ha permitido descartar cambios en la expresión del receptor o en la 
generación de AMPc como responsables de la falta de potenciación de las 
sinapsis Fmr1 KO del cerebelo.  
Cabe mencionar el sorprendente paralelismo entre los datos obtenidos 
con las dos preparaciones, lo que, sin duda, refuerza las conclusiones. La 
liberación espontánea de glutamato de los sinaptosomas de cerebelo, así como 
la frecuencia de las mEPSC de las sinapsis PF-PC de los animales Fmr1 KO, 
fueron más altas que en los ratones WT y, en ambos casos, no se incrementó con 
isoproterenol (Figuras 41 y 44). Los experimentos de microscopía electrónica en 




número de VSs en contacto con la membrana plasmática y que el isoproterenol 
no incrementaba este número, en contraste con lo que ocurre en las sinapsis WT 
(Figura 45). Esto explica por qué las respuestas de potenciación están ocluidas 
en ambas preparaciones y confirma que el fenotipo de amarre o  docking 
encontrado en las sinapsis Fmr1 KO corticales se manifiesta también en otras 
áreas cerebrales. 
El establecimiento de contacto físico entre las VSs y la membrana 
plasmática de la zona activa parece depender de la formación de dos complejos 
proteicos: el de las proteínas Munc13-RIM1-Rab3 (Dulubova et al., 2005) y el 
ensamblaje del complejo SNARE entre las proteínas SNAP-25, sinaptobrevina y 
sintaxina, que es esencial para la fusión de las VSs (Chen et al., 1999) y que 
proporciona un amarre fuerte de las vesículas a la membrana plasmática. El 
ensamblaje del complejo SNARE es iniciado por la proteína Munc13 que 
promueve la conformación abierta de la sintaxina y la exposición de su dominio 
SNARE capaz ahora de interaccionar con los dominios SNARE de las otras 
proteínas del complejo (Ma et al., 2011). El papel central de la proteína Munc13 
en la colocación de las VSs en contacto con la membrana está subrayado por el 
hallazgo de que las neuronas deficientes en estas proteínas exhiben menos VSs 
ancladas a la membrana (Imig et al., 2014). En las preparaciones cerebrales, la 
mayor parte de la proteína Munc13 se encuentra unida a membranas y una 
cantidad menor está en la fracción soluble, aunque esta distribución puede 
variar según las isoformas (Brose et al., 1995; Augustin et al., 1999). La proteína 
soluble es traslocada/activada por los esteres de forbol y por el DAG generado 
por estimulaciones de alta frecuencia (Brose & Rosenmund, 2002; Rhee et al., 
2002; Rosenmund et al., 2002) o por la activación de receptores acoplados a la 
generación de DAG (Martin et al., 2010; Ferrero et al., 2013a). 
Es razonable pensar que los niveles elevados de DAG (Tabet et al., 2016a) 
y de la concentración citoplasmática de calcio, [Ca2+]c , (Deng et al., 2013) de las 
sinapsis Fmr1 KO podrían contribuir al mayor número de VSs colocadas cerca 




proteína está regulada, no sólo por la unión de DAG al dominio C1, (Betz et al., 
1998) sino, también, por la unión de Ca2+/CaM (Dimova et al., 2006; Dimova et 
al., 2009) y de Ca2+/fosfolipidos (Shin et al., 2010). Por tanto, entender los 
factores que contribuyen a aumentar las VSs que están amarradas a la 
membrana es esencial para poder proponer estrategias farmacológicas para 
restaurar la distribución de la VSs y la potenciación de la liberación mediada 
por los βARs.  
En el FXS el metabolismo del DAG está alterado porque FMRP une el 
ARNm de la diacilglicerol quinasa kappa que, a su vez, regula la conversión de 
DAG en ácido fosfatídico. En las sinapsis Fmr1 KO se pierde la expresión de la 
DAGKκ y se incrementa el DAG. La falta de DAGKκ se asocia a alteraciones en 
la plasticidad sináptica y en el comportamiento y estas funciones son rescatadas 
mediante la sobreexpresión del enzima (Tabet et al., 2016a).  
Se han descrito varias alteraciones en la dinámica del calcio celular que, 
conjuntamente, contribuyen a un incremento en la concentración de este ion. 
Así, en las sinapsis CA3-CA1 del hipocampo sometidas a una estimulación 
repetida se ha observado que la ausencia de FMRP produce un alargamiento de 
los potenciales de acción y un aumento de la entrada de Ca2+ y de la liberación 
de neurotransmisor (Deng et al., 2013). Esta acción es consecuencia de una 
hipofunción de los canales de K+ activados por Ca2+, ya que la proteína FMRP 
modula estos canales por una interacción directa con la subunidad β4, lo que 
constituye un ejemplo de una modulación de la proteína FMRP que es 
independiente de la síntesis de proteínas. Estos cambios tienen lugar, 
igualmente, en las neuronas piramidales corticales (Deng et al., 2013). La 
proteína FMRP también interacciona con los VDCCs. En neuronas en cultivo, la 
ausencia de FMRP altera el estado estacionario y la entrada de Ca2+ inducida 
por despolarización como consecuencia de la sustitución de parte de los canales 
de tipo P/Q por canales del tipo N (Castagnola et al., 2018). FMRP regula, 
además, la degradación de los canales de calcio de tipo N en el proteasoma y, 




raíz dorsal, la ausencia de FMRP incrementa la densidad de canales de calcio de 
tipo N en las terminaciones sinápticas e incrementa la exocitosis (Ferron et al., 
2014). En consonancia con estos datos, en este trabajo se ha encontrado que la 
estimulación con KCl 10mM produce una mayor entrada de calcio en los 
terminales sinápticos corticales de ratones carentes de FMRP (Figura 39). Este 
estímulo permite la generación de potenciales de acción, por lo que es posible 
que este aumento de la entrada de calcio esté relacionado con el alargamiento 
de los potenciales de acción observado en ratones Fmr1 KO (Deng et al., 2013). 
 
4. La disminución de [Ca2+]e rescata algunas funciones. 
Si el fenotipo de docking de las sinapsis Fmr1 KO es debido a una mayor 
actividad de la proteína Munc13 por los elevados niveles de DAG y Ca2+, la 
disminución de la concentración extracelular de Ca2+ debería revertir el 
fenómeno. La bajada de Ca2+ (a 0,1 mM en sinaptosomas y a 1 mM en las 
rodajas de cerebelo) rescata algunas de las funciones perdidas: (i) Reduce la 
liberación espontánea de glutamato al nivel de los ratones WT y rescata su 
potenciación por isoproterenol en sinaptosomas Fmr1 KO corticales (Figura 40). 
(ii) Reduce la frecuencia de las mEPSC al nivel de la de los ratones WT y rescata 
su potenciación por isoproterenol en las sinapsis PF-PC Fmr1 KO de cerebelo 
(Figura 48). (iii) Reduce el tamaño del RRP de las sinapsis PF-PC Fmr1 KO de 
cerebelo al nivel del de los animales WT (Figura 50). (iv) Seguramente, como 
consecuencia del rescate de la potenciación de la transmisión por los βAR, se 
rescata también la LTP de las fibras paralelas que requiere la activación de estos 
receptores (ver más adelante).  
Puesto que la disminución de la [Ca2+]e reestablece algunas funciones 
presinápticas, incluida la LTP de las fibras paralelas, esto abre la posibilidad de 
un rescate de estas funciones por medio de herramientas farmacológicas que 
reduzcan la entrada de Ca2+ en los botones sinápticos de las fibras paralelas.  
Los receptores acoplados a proteínas G reducen la actividad de los canales de 




cannabinoides CB1, que deprimen la transmisión sináptica excitadora en los 
botones sinápticos de la fibras paralelas porque disminuyen la probabilidad de 
liberación (Levenes et al., 1998). Dado que la síntesis de endocannabionoides en 
esta sinapsis depende de los receptores mGlu1 postsinápticos, los agonistas de 
estos receptores deberían aumentar la producción de cannabinoides e inhibir 
los canales de Ca2+ dependientes de voltaje (Maejima et al., 2005). Otros GPCRs 
que inhiben los canales de Ca2+ en estas sinapsis son los receptores mGlu4, 
GABAB y adenosina A1 (Le Guen & De Zeeuw, 2010) y, por tanto, agonistas de 
estos receptores deberían reducir la entrada de Ca2+ en los botones sinápticos de 
las fibras paralelas. Estos experimentos se están realizando en la actualidad en 
este laboratorio.  
 
5. Los inhibidores de la fosfodiesterasa PDE2A rescatan la 
potenciación de la liberación por los ARs. 
La pérdida de la potenciación por isoproterenol podría radicar en el 
hecho de que, incluso una estimulación moderada como la de 5 mM KCl, 
causaría una depleción o agotamiento del RRP, que, es sabido, representa solo 
una fracción del componente reciclable de las vesículas sinápticas (Rizzoli & 
Betz, 2005) y que, además, en las sinapsis Fmr1 KO no se incrementa con 
isoproterenol. Por ello, se utilizó una estimulación más débil con el ionóforo de 
Ca2+ ionomicina, que se inserta en la membrana y permite la entrada de Ca2+ al 
interior celular induciendo la liberación vesicular de glutamato. Reduciendo la 
liberación inducida por ionomicina a 0,5-0,7 nmoles de glutamato, se observó el 
rescate de la potenciación de la liberación con el activador de la adenilato 
ciclasa forskolina (Figura 31) y con el activador de las proteínas Epac 8-pCPT 
(Figura 32), pero no con el agonista βAR isoproterenol (Figura 30). Por tanto, la 
pérdida de la potenciación por isoproterenol en los experimentos con KCl 
refleja la incapacidad del receptor βAR de movilizar VSs hacia la membrana, 




AMPc generado por los βARs para activar la vía de señalización o la 
insensibilidad de la vía de señalización a concentraciones más bajas de AMPc.  
Es importante tener en cuenta que este problema de eficacia no se 
observa cuando el AMPc se genera con forskolina, porque este compuesto 
induce un aumento de AMPc mucho mayor que isoproterenol (Figura 25). 
Nótese también que este problema de eficacia en la vía de señalización no se 
observa para el receptor mGlu7, ya que la estimulación débil con ionomicina 
recupera la potenciación de la liberación con el agonista L-AP4 (Figura 55).  
Dado que la generación de AMPc por el βAR no está alterada en los 
sinaptosomas Fmr1 KO en comparación con los WT, la falta de eficacia del 
AMPc para activar la potenciación se podría atribuir a una degradación más 
rápida del AMPc por las fosfodiesterasas (Maurin et al., 2018b). El hecho de que 
la potenciación por isoproterenol se reestablezca con el inhibidor de 
fosfodiesterasas de amplio espectro IBMX (Figura 34) y con el inhibidor 
específico de la PDE2A BAY 60-7550 (Figura 35), pero no con el inhibidor 
específico de PDE4 rolipram (Figura 37), apunta a una mayor degradación del 
AMPc por PDE2A como la causa de la falta de potenciación por isoproterenol. 
Hay que tener en cuenta que una degradación más rápida del AMPc en las 
sinapsis Fmr1 KO estaría enmascarada en el ensayo de AMPc dado que en este 
se incluye siempre IBMX (Figura 25).  
Hay varias razones para pensar que la PDE2A controla la vida media del 
AMPc en el entorno de los receptores βAR en los botones glutamatérgicos 
corticales: (i) PDE2A tiene una fuerte expresión en las neuronas piramidales de 
la corteza cerebral (Stephenson et al., 2012) y se localiza en la zona activa 
presináptica asociada a las vesículas que están en contacto con la membrana 
presináptica (Boyken et al., 2013) donde también se localizan los βARs (Ferrero 
et al., 2013a). (ii) El ARNm de la PDE2A es una diana prominente de la proteína 
FMRP (Maurin et al., 2018a) y, como consecuencia, los niveles de la proteína 
PDE2A son más altos en las sinapsis Fmr1 KO corticales (Tang et al., 2015). (iii) 




AMPc se degrada más rápidamente que en la neuronas WT (Maurin et al., 
2018b). Por tanto, una desregulación de la PDE2A podría ser responsable de la 
pérdida de potenciación de la liberación por los receptores β adrenérgicos. 
El GMPc es un activador de la PDE2A y esta activación se puede inducir 
con un donador de óxido nítrico (NO) que active la guanilato ciclasa e 
incremente los niveles de GMPc. El GMPc se une a uno de los dominios GAF de 
PDE2A e induce un cambio conformacional, incrementando la actividad 
enzimática para el AMPc hasta 6 veces (Zhang, 2015). Se ha encontrado que el 
donador de NO DEANO anula la potenciación por isoproterenol de la 
liberación en sinaptosomas WT (Figura 36). Por tanto, DEANO recrea en las 
sinapsis WT la ineficacia del AMPc para activar la vía de señalización 
encontrada en las sinapsis Fmr1 KO. Se desconoce si esta modulación de la 
actividad PDE2A por GMPc opera en las sinapsis Fmr1 KO in vivo. La PDE2A 
degrada tanto AMPc como GMPc y, de hecho, basalmente tiene más afinidad 
por este último nucleótido. Dado que hay más proteína PDE2A en las sinapsis 
Fmr1 KO (Tang et al., 2015), cabe esperar niveles bajos de ambos nucleótidos, 
incluso más bajos para GMPc, lo que haría poco probable la activación de 
PDE2A por GMPc.  
 La inhibición de PDE2A con BAY 60-7550 rescata otras funciones 
presinápticas de FMRP como es el control del crecimiento axonal (Maurin et al., 
2018b). PDE2A también se localiza a nivel postsináptico y su inhibición 
farmacológica rescata la madurez de las espinas dendríticas y la LTD 
dependiente de mGlu exagerada que se observa en el hipocampo de los ratones 
que carecen de la proteína FMRP (Maurin et al., 2018b).  Otro nexo entre la 
actividad de la fosfodiesterasa y el síndrome del X frágil es el hecho de que el 
inhibidor IBMX, pero no el inhibidor de PDE4 rolipram, rescate el 
procesamiento sensorial observado en los mutantes del síndrome del X frágil de 
Drosophila (Androschuk et al., 2018).  
La inhibición de PDE2A rescata la potenciación con isoproterenol cuando 




que esto resuelva el problema del exceso de VSs amarradas a la membrana 
responsable de la oclusión de algunas respuestas y de la pérdida de 
potenciación cuando se estimulan moderadamente las sinapsis Fmr1 KO con 
KCl. Así se ha determinado en este grupo que la disminución de los niveles de 
AMPc producida por la activación prolongada de los receptores CB1 con 
cannabinoides produce el efecto contrario, esto es, el silenciamiento sináptico 
(Ramirez-Franco et al., 2014) por retirada de las VSs de las proximidades de la 
membrana plasmática en la zona activa (Alonso et al., 2017). No obstante, cabe 
la posibilidad de que el aumento de los niveles de AMPc por inhibición de la 
PDE2A promueva la creación de nuevos sitios de liberación o active sitios 
previamente silentes (Chavis et al., 1998; Moulder et al., 2008; Ramirez-Franco et 
al., 2014; Alonso et al., 2017) estableciendo un nuevo techo para la colocación de 
las VSs en las proximidades de la membrana que harían posible la potenciación 
con isoproterenol y la potenciación de la liberación por los ARs incluso con las 
estimulaciones moderadas de KCl, ya que, en este caso, no se agotaría el RRP. 
Habría que realizar estos experimentos de liberación de glutamato y de 
distribución de las VSs con microscopía electrónica y de electrofisiología (RRP, 
mEPSC, LTP) para poder hacer una interpretación correcta de las mejoras 
funcionales observadas tras la inhibición de la PDE2A. 
 
6. Potenciación de la liberación de glutamato por el receptor mGlu7. 
Los receptores mGlu7 ejercen un control dual sobre la liberación de 
neurotransmisor que se observa en sinaptosomas y en rodajas de hipocampo 
con experimentos de electrofisiología. La activación breve de estos receptores 
con el agonista L-AP4 reduce la liberación de glutamato por acción de una 
proteína G sensible a la toxina pertúsica y la inhibición de canales de Ca2+ 
(Millan et al., 2003a; Martin et al., 2010). Sin embargo, la activación prolongada 
del receptor inicia una señalización insensible a la toxina pertussis que resulta 
en la potenciación de la liberación.  En este caso se activa la fosfolipasa C (PLC) 




Munc13 y esto resulta en un incremento de las VSs colocadas en contacto con la 
membrana de la zona activa, que es el que sostiene el efecto potenciador de la 
liberación del neurotransmisor (Martin et al., 2010; Martin et al., 2018). Aunque 
la respuesta de potenciación se desarrolla más lentamente que la de inhibición 
cuando se usan agonistas exógenos, la estimulación endógena acelera la 
potenciación, que ahora ocluye y domina sobre la respuesta inhibidora (Martin 
et al., 2018), lo que sugiere la existencia de algún factor limitante en el primer 
caso. 
En ausencia de FMRP la potenciación de la liberación se pierde 
independientemente del nivel al que se active la vía (con el agonista del 
receptor mGlu7 L-AP4, con el activador de la adenilato ciclasa forskolina, o con 
el activador de las proteínas Epac 8-pCPT) cuando se estimulan los 
sinaptosomas moderadamente con KCl 5 mM. Una posible explicación sería 
que el estímulo agota el RRP y el receptor no es capaz de promover más 
acercamiento de vesículas a la membrana. Sin embargo, las tres respuestas se 
rescatan con el estímulo débil de ionomicina, por lo que se puede concluir que 
no parece que haya cambios aparentes en la eficacia de la vía de señalización 
por mGlu7 en contraste con lo que ocurre con el βAR. Además, esto está de 
acuerdo con la ausencia de cambios en la expresión del receptor (Figura 53). Por 
otro lado, la respuesta de potenciación de L-AP4, pero no la de inhibición, se 
pierde en experimentos de transmisión sináptica de las sinapsis SC-CA1 del 
hipocampo (Martin et al., 2019 resultados no publicados) lo que parece indicar 
que la ionomicina es capaz de modular la entrada de calcio a unos niveles 
suficientemente bajos como para no agotar el RRP, cosa que no ocurre con el 
estímulo empleado en electrofisiología. 
Luego la potenciación mediada por los receptores mGlu7 comparte con 
la de los βARs el que ambas respuestas se pierden cuando los sinaptosomas 
Fmr1 KO se estimulan con KCl. Ahora bien, a diferencia de la potenciación por 
los βARs, en el caso del receptor  mGlu7 no parece existir ningún cambio en la 




7. La LTP de las fibras paralelas depende de los βARs.  
La pérdida de FMRP afecta a formas de plasticidad de origen 
postsináptico. La ausencia de FMRP conlleva un exceso de LTD dependiente de 
receptores mGlu1 que se asocia con espinas dendríticas alargadas e inmaduras 
en el hipocampo (Huber et al., 2002) y en el cerebelo (Koekkoek et al., 2005). En 
el hipocampo afecta al aprendizaje espacial (Huber et al., 2002) y en el cerebelo, 
a la respuesta condicionada del párpado (Koekkoek et al., 2005).  
FMRP también participa en la plasticidad sináptica, que se expresa como 
un cambio sostenido en la liberación de neurotransmisor. Los datos obtenidos 
en esta Tesis muestran que las sinapsis corticales Fmr1 KO pierden la 
potenciación de la liberación de glutamato por el agonista de los receptores βAR 
isoproterenol. Esta potenciación depende de la generación de AMPc y se rescata 
en los sinaptosomas Fmr1 KO con inhibidores de la PDE2A. Es posible que esta 
pérdida de la potenciación afecte a formas de plasticidad presináptica que se 
expresan como un cambio sostenido en la liberación de neurotransmisor. La 
LTP en la corteza cingulada anterior se pierde en los ratones Fmr1 KO (Koga et 
al., 2015b). Esta forma de plasticidad implica a ACs dependientes de Ca2+ y de 
la activación de la vía AMPc/PKA (Koga et al., 2015a). Se desconoce, sin 
embargo, si en la LTP de la corteza cingulada interviene la potenciación 
sináptica producida por los βARs, a pesar del papel prominente que tiene esta 
LTP en aprendizaje, memoria y procesamiento emocional (Frankland et al., 
2004) y de que el ratón carente de FMRP tiene déficits de aprendizaje y 
ansiedad (Guo et al., 2012). Por tanto, parece importante explorar si la LTP de la 
corteza cingulada requiere la contribución de los βARs, si los inhibidores de la 
PDE2A rescatan esta LTP en la sinapsis Fmr1 KO y si el rescate ayuda a 
restablecer las funciones cerebrales alteradas en el síndrome del X frágil. 
La LTP de las sinapsis entre las fibras paralelas y las células de Purkinje 
se pierde en los animales Fmr1 KO (Figura 46). Esta forma de plasticidad 
sináptica es inducida por la activación de la adenilato ciclasa dependiente de 




por medio de un incremento en la liberación de neurotransmisor dependiente 
de RIM1α (Castillo et al., 2002; Lonart et al., 2003). En experimentos llevados a 
cabo en este laboratorio se ha encontrado que, en ratones WT, esta forma de 
plasticidad sináptica se pierde con el antagonista de los receptores adrenérgicos 
propranolol, por lo que parece que la PF-PC LTP requiere la activación de los 
βARs. Es probable que el protocolo de estimulación utilizado para inducir la 
PF-PC LTP active terminales noradrenérgicos de la corteza cerebral que forman 
varicosidades cercanas y opuestas a las dendritas de las neuronas de Purkinje 
(Landis & Bloom, 1975) y que la noradrenalina liberada active heteroreceptores 
β adrenérgicos en los terminales sinápticos de las fibras paralelas. Por tanto, los 
βARs pueden contribuir, junto con la entrada de Ca2+, a estimular la adenilato 
ciclasa dependiente de Ca2+ que participa en la PF-PC LTP (Storm et al., 1998). 
Esto es compatible con el hecho de que las ACs del grupo I sensibles a Ca2+ 
también posean un sitio de unión para proteínas Gs (Sadana & Dessauer, 2009).  
La PF-PC LTP se asocia a un incremento en el tamaño del RRP. Sin 
embargo, en las sinapsis Fmr1 KO esta respuesta está ocluida, ya que el tamaño 
del RRP está ya aumentado basalmente en magnitud similar a la de las sinapsis 
WT potenciadas tras inducir la PF-PC LTP (Figura 47).  Los βARs incrementan 
el tamaño del RRP (medido tanto por depleción de las VSs tras estimulación de 
alta frecuencia como por la distribución de las VSs con microscopía electrónica) 
y la liberación espontánea (medida tanto por la frecuencia de las mEPSCs en 
rodajas como por la liberación de glutamato en sinaptosomas). Esto está de 
acuerdo con la importancia del RRP como uno de los determinantes de la fuerza 
sináptica (Thanawala & Regehr, 2013) ya que representa aquellas VSs 
competentes para la fusión. Sin embargo, en las sinapsis Fmr1 KO, el RRP y la 
liberación espontánea están aumentados basalmente, lo que ocluye una 
potenciación adicional por el agonista isoproterenol. Luego la incapacidad de 
las sinapsis Fmr1 KO de movilizar más vesículas para la fusión parece ser la 
causa de la pérdida de la PF-PC LTP.  De ahí que entender por qué hay más VSs 
amarradas a la membrana en las sinapsis Fmr1 KO sea importante para poder 




La disminución de la [Ca2+]e  restablece los efectos potenciadores de los 
βARs en el RRP y la liberación espontánea y, además, rescata la PF-PC LTP  en 
las sinapsis Fmr1 KO (Figuras 48, 49 y 50). Esta estrategia abre la posibilidad de 
rescate con agonistas de receptores acoplados a proteínas G que inhiban la 
entrada de Ca2+ en los botones sinápticos de las fibras paralelas como se ha 
indicado antes. La reducción del RRP y el rescate de las respuestas de los βARs 
podrían estar mediados por una atenuación de la actividad de las proteínas 
Munc13 que no sólo dependen de la unión de DAG (Betz et al., 2001), sino, 
también, de la unión de Ca2+-calmodulina, CaM, (Dimova et al., 2006; Dimova et 
al., 2009) y de Ca2+ y fosfolípidos (Shin et al., 2010). Por lo que la disminución de 
[Ca2+]e reduce el tamaño del RRP suficientemente para compensar  el efecto 
positivo del Ca2+ y DAG elevados que se ha descrito en las sinapsis Fmr1 KO 
(Betz et al., 2001; Deng et al., 2011b; Thanawala & Regehr, 2013; Tabet et al., 
2016a). 
Los pacientes con autismo también sufren de alteraciones motoras 
(Vanvuchelen et al., 2007) y los ratones Fmr1 KO muestran deficiencia en el 
aprendizaje motor (Vinueza Veloz et al., 2012). Dado que las sinapsis entre las 
fibras paralelas y las células de Purkinje están implicadas en el aprendizaje 
motor (Schonewille et al., 2010; Gutierrez-Castellanos et al., 2017; Hirano, 2018), 
sería importante explorar: (i) Si los agonistas de los receptores acoplados a 
proteína G que reducen la entrada de Ca2+ rescatan la potenciación por 
isoproterenol. (ii) Si estos agonistas y los inhibidores de la PDE2A rescatan la 
PF-PC LTP. (iii) Si estos tratamientos mejoran los déficits en aprendizaje motor 
de los animales Fmr1 KO. Hay algunos ejemplos de aprendizaje motor que 
dependen de la actividad de sinapsis cerebelares entre las fibras paralelas y las 
células de Purkinje como el condicionamiento de los párpados (Koekkoek et al., 
2005), el reflejo Vestíbulo-Ocular (Gutierrez-Castellanos et al., 2017) y estudios 
con la escalera Erasmus y con el rotarod (Galliano et al., 2013).  
Puesto que se en este trabajo se ha encontrado que la sinapsis PF-PC está 




KO mediante pruebas de comportamiento en las que estén implicadas estas 
sinapsis, a fin de determinar si existen cambios en el aprendizaje motor o en la 
coordinación. Si los hubiera, se procederá a la búsqueda de una estrategia 
farmacológica eficaz que pueda ser aplicada a los ratones para rescatar la 
alteración de la función sináptica y, así, corregir las alteraciones del componente 
motor. Esta estrategia irá enfocada a disminuir la entrada de calcio al terminal 
sináptico mediante el uso de agonistas de GPCRs que inhiban los VDCCs. Otra 
alternativa sería mediante el empleo de inhibidores de fosfodiesterasas que 
incrementen los niveles de AMPc, aumentando así su eficacia para activar la vía 










1. La inhibición de la liberación de glutamato mediada por el receptor 
CB1 no está alterada en las sinapsis corticales de ratones carentes de FMRP. 
2. La potenciación de la liberación de glutamato por los receptores β 
adrenérgicos se pierde en los ratones Fmr1 KO por incapacidad del receptor 
para movilizar vesículas sinápticas hacia la membrana de la zona activa 
presináptica. 
3. Una estimulación más débil de los sinaptosomas revela que la ausencia 
de potenciación de la liberación por los receptores β adrenérgicos en las sinapsis 
Fmr1 KO es consecuencia también de la baja eficacia del AMPc para activar la 
vía de señalización que induce la potenciación. Esta potenciación se recupera 
mediante el bloqueo de la degradación del AMPc con inhibidores de la PDE2A. 
4. La LTP de las sinapsis entre las fibras paralelas y las células de 
Purkinje del cerebelo, requiere la activación de los receptores β adrenérgicos y 
se pierde en los ratones Fmr1 KO. La disminución de la concentración de Ca2+ 
extracelular rescata esta LTP. 
5. La ausencia de la proteína FMRP no afecta a la eficacia de la 
señalización de los receptores mGlu7, de ahí que la potenciación de la liberación 
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